(jD bumdesrepubljk @ Offenlegungsschrift 

DEUTSCHLAND @ 19515891 A1 




DEUT5CHES 
PATENTAMT 



Int. OA 

C 12 Q 1/68 

C12Q 1/04 



£T) Aktenzefchen: 
Anmeldetag; 
Offenlegungstag: 



19515891.1 
29. 4.95 
31 . tO. SO 



8 

U> 

u 
D 



© Anmelder: 

Boehringer Mannheim GmbH, 68305 Mannheim, DE 



@ Erflnden 

Rolfs, Amdt, Dr.med., 18055 Rostock, DE; Heidrich, 
Bjdrn, Dr„ 10783 Berlin, DE; Robinson, 
Peter-Nicholas, 10829 Berlin, DE; Tiecke, Frank, 
Dlpl.-Bio.-Chem v 13057 Berlin, DE 

® Entgegenhaltungen: 

US 5298392 

US 4810644 

WO 94 28 174 A1 

WO 92 11 273 A1 
HEIDRICH, B. etal.: Med. Microbiol. Lett 3, (1994) 
S. 279-290; 



Prufungsantrag gem. § 44 PatG 1st gestellt 

© Gattungs- und apeziesspezifische Identifizierung von Legionellen 

@ Verfahren zur gattungsspezlfkohen Amplication von Le- 
gkmalten und gattungsspedffeche und spezfMspexifoche 
Identffizferung. 



s 

lO 
9) 

UI 

Q 



Die fofgenden Angaben aind den vom Anmelder «!ngareioht»n UnteWagen entnomman 

BUNDESDRUCKEREJ 09.de 602 044/429 33/25 



DE 195 15 891 Al 

Beschreibung 

Gegenstand der Erfindung rind Verfahren zur Amplifikation von NuMdns&uren der Gattung Legionella und 
Verfahren zura gatttmgs- und apericsspezTischen Nachweu von Bakterien der Gattung Legionella sowie dafQr 
geeigneter Reagenzien. _ 

Legionellen rind aquatische, ubiqratlre gramnegative aerobe, f akultathr intrmzellnlfire stabchenforraJge Bakte- 
rien. Die Famffic Lcgionellaceae besteht ana einer Gattung (Legionella) mit derzeh 48 bebumten Spezies und 5 1 
Serogruppcn. Von der wfchtigsten Spezies L pneumophila eristieren 16 bekannte Serovarc Unter ihren wich- 
tigsten Reservoiren sind Wasserleitungen, Kfimaanlagen und Kfihlturmc Die Infektkm des Menschen erfblgt 
fiber tegfondlenhaltige Aerosole. Die Legionellose tritt hiufig als Epidemic z. B. fiber Duschkopfe aus Warm- 
wasseranlagerip kontamirriertes Kfihlwasser in Kfimaanlagen, oder sporadisch auf. Eine Mensch-zu-Menach- 
Obertragnng ist bisher nicht beschrieben, 

Leglonell en-Inf ektionen lassen rich in zwei Gruppen onterteilen: Die Ixgtonarskr ankheit, eine akute, schwere, 
oft mit hohem Fieber, abdomineflen Besc h werden, Kopfschmerzen, Myalgien und Vcrwimheitszusttnden und 
anderen neurotogtschen Symptomen einhergehende atypische Pneumonic sowie das Pontiac-Fieber, eine mit 
grippeahnlichen Symptomen verianfendc selbslimitierendc Variante der Legionellose. 

Die wichtigste Serognippe von L. pneumophila, ist L. pneumophila Serogruppe 1 (L. pa Sere 1) ah dem mit 
ca. 80% h&ufigsten Erreger der Legwnarskrarikheit Es eristieren aber groBe regional* Unterschiede, insbeson- 
dere be! den nosofcomial erworbenen LegbneDasen. Im Gegensatz dazu werden bei Pontiac-Fieber uberwie- 
gend L. micdadei und andere Non-Pneumophila-Spezies als kausales Agens beschrieben. 

Die Labordiagnostik der Legionellen ist schwierig. LegioneBen konnen nur schtecht mit Fuchrin angeffirbt 
werden, so daB man die Erreger mit der Gram-Farbung praktisch nicht dareteflen kann. Legionellen wacbsen 
dcht auf fiblichen RuKurmedien, sondernr nur auf SpezialnihrbOden und einer Atmosph&re, die 2,5—5% GOz 
enthalt Die Sensitivit &t der Kuhur ist nnr ca. 20% far L. pneumophila und ca. 5% fQr andere Spezies. 

Zum Nachweis von Legk>neHen wurden unter anderem DNS-DNS-Hybridhterangea Puhf eld-EIektrophore- 
5* Ribotyping, Restriktionsfragmem>Langenpolymo Fettsaure- und Udbhinon-Analysen, rRNS-Se- 

quenzierunft RT-PCR und Southern Blot, Latex-Agghxtinadon, Fourier-transforraierte Infrarotspektroskopie, 
indirekte Immnnfluoreazenz und ItoMopl^dratnliOsatiop (BIOLOO-System) angewandt 

In Med Microbiol Lett 1994; 3: 279-290 und Qm. Lab. 1993; 40: 211-216 ist die Sequenzierung von 
5S-rDNS von Legionellen beschrieben. 

Auf dem M arkt ist ein Kh zum Nachweis von Legionellen in Wasserproben erhfiltfick Bei cinem Nach weis- 
verfahren mh Hilfe dieses Kits wild in etnem ersten Schritt dn Fragment der 5S-rDNS geuusspezifisch amplifi- 
zicrt In demselben Geftfi wild ein Fragment des MIP-Gens der Spezies L pneumophila ampfiftriert Der Kit 
enthalt insgesamt 7 Primer zur DurchfDhrung einer sogenannten Muldplex-PCR unter Herstdlung zweier 
PCR-AmpUfikatei AnschfieBend erfotgt die Detekdon der Ampfifikate durch Reverse Dot Blot Das in diesem 
Kh reallsierte Verfahren ist wegen der Notwendigkdt des Einsatzes einer groflen Anzahl von Primern komplex 
und in der HersteUung aufwendig. DarQber hinaus ist das bekannte Verfahren im HinbOck auf die Senrittvitfit 
unbefriedigencL 

Aufgabe der voriiegenden Erfindung war daher die Berdtsteflung von Reagenzten, die den Nachweis von 
Legionellen einfacher gestalten und die weniger Komponenten beinhalten. One weitere Aufgabe war es, 
speziHscbere und potential variablere Legbnelletmachweisezur VerfOgungzu steflen, 

Gegenstand der Erfindung ist daher in einera ersten Aspekt ein Verfahren zur Ampfifikatton von Nukleinsau- 
ren der Gattung Legionella, in dem mh weniger als 7 Primern Nukleinsauren aller mfiglichen Spezies der 
Gattung Legionella amplifiziert werden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Nachwdsverfahren unter Verwendung des oben genannten 
AmpBfikatkmsverfabrensL 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist dn Verfahren zum Nachweis von Bakterien der Gattung Legionel- 
la unter Verwendung einer Nukleinsatxresonde, welche dne mindestens 15 Basen lange Sequenz aufweist, die zu 
mindestens 90% homolog zu dnem Tefl der SEQJD. NO* 1 ist oder die zu mindestens 90% komplementlr zu 
dnemTdl derSEQJDJia 1 ist 

Kern der Erfindung ist, daB Sequenzen auf dem LegtoneBa-Genom lokaliricrt wurden, die das Entwerfen von 
Nnldefastoesonden eriauben, die zum Nacbwdi aller bislang den Legionellen zugeordneten Spezies der 
Gattung Legionella verwendet werden kdoneiL ^ 

Unter Amplifikation wild die Erhohung der Konzentratfon der in einem Reaktoomgemisch. vorhandenen 
Nukleinsauren oder TeQen davon verstanden. Bdspiele fDr solcbe Amplifikationsverfahren sind die Polymems- 
Kettenreaktion gemfiB EP-B-0 201 184> das sogenannten NASBA-Verfahren gem§B EP-A-0 329 822 sowie da- 
von abgeleitete Verfahren. . *_ A 

Bd dem Verfahren der EP-A-0 201 184 wild die zu ampfifizierenden Nukleinsfiure, die dnzelstrfingig gemacht 
wild, mit dnem molaren OberscfauB zwder Oligonukleotkl-Primer unter Hybridirierungsbedmgungen und in 
Gegenwart ernes induzierenden Agens for die Polymerisation und Nukleodden behanddt wobd die Primer so 
gewfihlt werden, daB ffir jeden Strang ein zum Nukleinsaurestrang komplementflres Vcriangenmgsprodckt des 
betreffenden Primers synthetisiert wird, und daB ein Veriangerungsprodukt eines Primers, wenn es von gemem 
Komplement getrennt ist; als Matrize zur Synthese eines Veriangerungsprodukls des anderen Primers dienen 
kann,Trennen der VcrlftngeningspTodukte von den Matraen, an denen sie syntherisiert wurden, und Verwen- 
dung der gebfldeten Veriang cr uiigs pro dokte zur erneuten Umsetzung mh den Primern. Durch die zytdische 
Wiederholung der Schritte ergibt sich eine theoredsch ezponentielle Vennehrung dner Nukleinsauresequenz, 

^^^n^^^^^^^d eto PrimeriwtruWon zur Erzeugung einer doppelstrftngi- 
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gen Nukleinsfture verwendet, in der die zu ampUfbrierende Nukleinsfturesequenz ftmktionell an einen Promoter 
gebunden ist Hlerzu weist clner der Primer mindestens einen Strang einer Pnomotonregion auf. Der intermediar 
gebfldcte Transkriptionskomplex wind Bedingungen unterworfen, unter denen unter der Kontrolle des Promo* 
tors Ribonukl eins &uren unter Yerwendung der zii ampEfiaerenden Nukleinsfiure als Matrize gebUdet werden. 
Die gebildeten Ribonuideuisluren werden erneut zur Blldung jewefls eines neuen transkribierbaren NukleinsSu- 5 
rekomplexes verwendet En Vortefl dieses Systems istdafles isotherm geffihrt werden kann. 

Unter Multiplex-PCR wird em Verfahren gemflfl EP-A-0 364 255 vtrstanden. Nach dtesem Verfahren werden 
in einer Eintopfreaktion durcb geeignete Anordnung der Hybridisierungspositionen einer Vielzahl von Primern 
bestimmte Fragmente von Nukleinsturen amplifiziert, die meist unterschtedliche Lftnge und Position ira Genom 
aufweisen. 10 

Bei dem erfindungsgemfiflen Verfahren handelt es sich tarn eine spezieHe AusWhrungsform der sogenannten 
Hybridisienmgstests, die in ihren Grundzflgen dem Fachmann auf dem Gebiet der Nuklemsauredlagnostik 
bekannt sind Soweit experimentelle Details im folgenden nicht ausgefllhrt and, wird dazu vollinhaltlich auf 
"Nucleic acid hybridisation", Herauageber Bl D. Hames und S. J. Higgins, IRL Press, 1986, insbesondere in den 
Kapheln I (Hybridisation Strategy^ 3 (Quantitative Analysis of Solution Hybridisation) und 4 (Quantitative 15 
Filter Hybridisation^ Current Protocols in Molecular Biology, Edt R M. Ausubd et aL, J. Wiley and Son, 1987, 
insbesondere 2 9. 1-Z9.10 und Molecular Cloning, Edt J. Sambrook et aL, CSH, 1989, insbesondere 9.4.7 
Bezug genommen. Da2u gehdren insbesondere die bekannten Methoden zur Herstcllung von markiertcn 
Nukieosidtriphosphaten, wie sie auch in EP-A-0 329 474 beschrieben sind, die chemlsche Syntbese von modifi- 
zicrten und unmodinzierten Oligonukleotiden, die Spaltung von Nukleinsfiuren mittels Restrikdonsenzymen, die 20 
Auswahl von Hybridisierungsbedingungen, durch weiche eine Spezifitat erreicht werden kann, die vom AusmaB 
der Homologie zwfachen den zu hybridisierenden Nukldnsfturen, deren GC-Gehait und deren Lflnge abhftngt, 
sowie die Bfldung von NukleinsSuren aus Nukleosidtriphosphaten mh Hilfe von Polymerases gegebenenfalls 
unter Verwendung von sogenannten PrimenL 

Eine Maririerung im Sinne der vorfiegenden Erfindung besteht aus einer direkt oder indirekt nachweisbaren 25 
Gruppe. Direkt nachweisbare Gruppen sind beispiebweise radioaktive ("P), farbige oder Huoreszierende Grup- 
pen oder Metaflatome. Indirekt nachweisbare Gruppen sind beisptelswetse imnumologfech oder enzymatisch 
wirksame Verbindungen, wie Aiittkorper, Antigen^ Haptene oder Enzyme oder entzymatisch aktive TeHenzy- 
me, Diese werden in einer nachfolgenden Reaktion oder Reakuonssequenz detektiert Besonders bevorzugt sind 
Haptene, da mit Omen markierte Nukleosidtripfaosphate (rNTP oder dNTP) im aBgemeinen besonders gut als 30 
Substrate von (RNS- bzw. DNS-)Polymerasen einsetzbar sind und eine anschiiefiecde Reaktion mit einem 
markierten AntikGrper gegen das Hapten oder das hapenisierte Nukleosid leicht vorgenommen werden kann. 
Solche NuHeosidtriphosphate sind beisptelsweise Brom-Nukleosidtriphosphate oder Digoxigenin-, Digoxhv 
oder Fluorescein-gekopp^te Nukleosidtriphosphate. Als besonders geeignet haben sich die hi EP-A-0 324 474 
genannten Steroide und deren Detektion erwiesen. FQr deren Inkorporation In Nukleinsfluren wird hiermit auf 35 
die EP-A-0 324 474 verwiesen. .„ . , , , 

Unter den NuHeins&uren, die zur Verwendung des erfindungsgemfiBen Amplifications- und Nachweisverfan- 
rens fOr LegioneHen verwendet werden kftnnen, werden insbesondere genomische Nuklems&uren vcrstanden. 
Genomische Nukleinsfturen enthalten unter anderem audi cue Gene, welche fdr ribosomale RNS (rRNS) 
codieren, sowie eine Reihe von Spacersequenzen. Diese werden nach der GrOBe der rRNS, fftr die sie codieren, 40 
benannt In Legtoneflengenomen sind in dieser Reihenfolge das l6S-rRNS-Gen, das 23S-rRNS-Gen und das 
5S-rRNS-Gen angeordnet Diese Gene sind durch sogenannte Spaccrregionen voneinander getrennt 

SEQ JDJNCX 1 offenbart eine Nuldeotidsequenz, die Ahnlicfakeiten mit der hi Spezies der Gattung LegioneDa 
enthaltenen genonuschen Sequenz aufweist, die aneinander angrenzende Bere!che der 23S-rRNS, der Spacerre- 
gion zwischen 5S-rRNS- und 23S-rRNS- und des 5S-rRNS-Bereiches einschEeBt Die SEQID.Na 1 schfieBtnur 45 
einen reiathr kleinen Tefl der 23S-rRNS j edoch die voflstftndige Spacerregion und ca, 80% der 5S-rRNS cin. 

SEQJDJ^a 1 stel!t eine Nukleotidsequenz dar, aus wefcher Tefeequenzen entnommen werden kOnnen, die 
gattungsspezifisch fOr Legionella sind 

Im Sinne der vorfiegenden Erfindung soil der Begriff Nukleinsfturesonde nicht im Hinblick auf die Funktion 
einschrftnkend betntchtet werden. Die oben genannten Eigenschaften sind maBgebend Insbesondere sollen zu so 
den Nukleinsturesonden auch die sogenannten Probes oder Nachweissonden gezihlt werden, deren Hybridisie- 
rung mit den in der Probe vorhandenen LegioneUanukleinsauren als Ma8 fur die Anwesenheit des Bakteriums 
nachgewiesen werden kann. Dazu kann die Nukleinsiuresonde bevorzugt weitere Teile enthalten, die den 
Nadiweis oder die AmpHfikation nicht wesentQche nachteDig beeinflussea Zu solchen Molekfllteilen gehdren 
beispiebweise Markierungen zum Nadiweis der Sonden, bzw. Hybriden, die diese Sonde enthalten, Gruppen, $5 
welche eine Immobilisxenmg der Nukleinsfturesonde an eine feste Phase erlauben, feste Phasen als solche (z, & 
Beads oder Oberflfichen, z, R von Reagenz- oder DetektionsgefaBen) oder weitere, nicht mit Legionella-Se- 
quenzen interferierende NuWeoddsequenzen. Die Ausgestaltung der Nukleinsauresonde richtet sich daher 
insbesondere nach der Art, wie der Nachweis der Legionena-Nukleinsauren gefOhrt werden soil 

Unter einer Nuldeins&uresonde wird em MolekOl mit einer festgelegten Aufeinanderfolge von Basen verstan- so 
den, welches inder Lage ist, mitnatOrUdien Nukleinsluren Hybride aufgrundvon Basen-Basen-Wechselwniam- 
gen zu bildea Mierzu gehdien natfiriidie und ardflzielle Nuldeinsauren. Die artifiziellen Nukldnsfturen unter- 
scheiden sich von den natflrfichen Nukleinsfturen dadurch, dafl sie entweder im BasenteQ (z. R. dun* Verwen- 
dung von Basenanaloga, z. B. 7-deaza-dGTP) oder im GrundgertUt (Ersatz der Zucker- oder/und Phosphateln- 
heiten durch andere chemlsche Molekfllteile, z. B. Peptide) modifiziert sind. Derartige kfinsthche Nukleinrfuren 65 
sind beispielsweise auch die in WO 92/20702 bescbriebenen Peptidnukleinsfluren (PNA). Wesentlich jflr die 
korrekte Funktzonsweise der Nukleinsfturesonden ist die spezifische Basenpaaning, wodurch die Selektivitftt der 
Sonden erreicht wird Besonders bevorzugt besteht eine Nukleinstoresonde aus Desoxyribomikleinsaure 



10 



15 



20 



DE 195 15 891 Al 

(DNS). 

Utter einer Nukleinsfiuresonde werden auch die sogenannten Primer verstanden, welcfae nachHybridisienrag 
nut LegioneQa-NukldnsBuren unter Verwendung dues Enzyms verlangert werden kGnnen. Typische Veritage- 
ningsreafctionen rind beispidsweise die Anhtagung von Mononuldeoskitriphosphateinheiten durch DNS-Poly- 
merasenfz. Bw E coG DNS-Polymerase, Klenow-Ftagraent oder Thermos aquaticus-Pofcrinerase) unter Verwen- 
dung der UgioneUa-NuUehistora ab Matrize. In diesem Fall wird mit den bialang bekannten Enzymen das 
3'-Ende des Primers veritagert Hne wehere Veittngenmgsreaktbn 1st die Ugase-Reaktion, bei der die Nu- 
Ueinsauresonde mit einem weheren O&gonukleodd enzymatisch verknflpft wird (z. B. EP-A-0320308). Zwi- 
schender Polymerase- undder Iigasereaktlon rind Mischformen bekannt (z. R WO 90/01069). 

Unter elner fur Legionella gattungsspezifischen Nukleinsauresonde wird erne Nuklema&ure verstanden, die 
mit einer NuUeinsaure hybridisiert. die eine NnHeotidsequenz gem&B SEQJONO. 1 bzw. deren Komplement 
enthalt, oder die nut alien der in Tabefle 1 genannten Legionetlenspezies unter denselbeu Stringensbedlngangea 
hybridisiert Besondera bevorzugt hybrfdisieren diese Nukleinstoen mit alien mSgiichen Spezies der Gattung 
Legionella. 

Die gattungsspezifischen Sequenzen Gegen bd der Sequenz der Fig. I bevorzugt im 23S- oder/und 5S-Be- 
rdch; wenngleich es bei ge*cMckter Wahl der Hybridiaierungsbedingungen audi mfigSch ist, gattungsspezifi- 
sche Sonden auch im Spacer-Bereich zu entwerf en. 
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TabeUe 1 

Erwartete ArapHfikadangtn 23S-5S-Spaoer-Region bei Verwendung von Primerpaar B/D 
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Unter spezicsspezifischen Nuklems&uramden werden NuWeinsfturen verstanden, die mit alien Serovaren 
ciner LcgioncCaspcziw unter denselbcn Stringensbedingangen hybridisicreiL Solche Sonden sind mit ihrer 
Sequenz in Beispiel 3 wiedergegeben. Danmter befindet sich audi eine L. pneumophfla-Speziessonde, die mit 
alien Serovaren der Spezies pneumophila, nicht jedodi mit den Qbrigen, in Tabe&e 1 genannten, Spezies a us der 
Gattung LegzoneHa hybrid^»iert 

Die Nukleimturesonden der vorGegenden Erfindung sind mindestens 15 Basen lang, besonders bevorzngt 
zwischen 23 und 40 Basen. Es handeh sich somh urn Huklems8nrei\ welcfae auf einf ache Wetse durch chemische 
Synthese in sogenannten (Nuklelnaaure-JSynthesizern hergestellt werden kSxmen. Sequenzen, die ais gattungs- 
spezifische Sequenz fur Legionella zu gebrauchen sind, erhfilt man durch Aussuchen einer mindestens 15 Basen 
langen Sequenz ans SEQ JDJ^O. I, wobei eine Abweichung in 1 oder 2 Basen der Oartungsspezh1t8t in Abhfln- 
gigkeit von den Hybrkiisierungsbedrnginigen in den meisten Fallen keinen Abbruch tun wird Es 1st selbstver- 
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standlich, daB die Anzahl der Abweichungea mh zunehmender GrOBe der Nukleinsluresonde zunehmen kann. 
Erftodungsgem&B slnd daher Sonden bevorzugt, (He zu mmdestens 90% homolog zu dnem Teil der 
SEQJD.NO. 1 sind oder <fie zu mindestens 90% komplementar zu einemTeil der SEQJD.NQ. 1 rind Besonders 
bevorzugt sind Sonden, welchc one mindestens 15 Basen lange Sequenz (in direkter Aufeinanderfblge) enthal- 
ten, die streng homolog oder streng fcomplementar zu einera Teil der SEQJD.NO. 1 ist 

Die Gattongsspezifit&t kdnnte leiden, wenn die Sonde wdtere Legbndlaspezies-spezifuche Sequenzen oder 
dcht-LegioueuVspezinsche Sequenzen enthfilt, die eine za spezifische bzw. zu unspezhische Hybridirierung 
bewirken warden. Bevorzugt sind weitere LegioneOa-spezifischen Sequenzen, sofern sie Cberhaupt vorli egen, 
nicht raehr als 15 Basen tang. 

Dcs weiteren kann eine Nukleto&uresonde im LegioncDa-unspczifiscbcii Teil funkttonelle NuUeotidsequen* 
zen, wie sie bdspielswetse fur Promotoren oder Origins of Replication charakteriatisch sind, enthalten. 

Innerhalb der SEQJDi^fO.l smd bestimmte Bereiche zur Auswahl von gattungsspezifischen Sequenzen 
insbesondere fQr Nachweissonden besonders bevorzugt Besonders bevorzugte Bereiche fiegen zwischen den 
Positbnen 94 und 1 26, 25 und 67, 336 und 293 sowie 307 und 286. Besonders bevorzugt schlieBt die Sequenz der 
Sonde die Sequenz von Position 268 bis 296 ein. 

Das erfindungsgemlBe AmpDfflcationsvcrfahren korarat im Gegensatz zura Stand der Technik mit weniger als 
7 Priraeni aos. Dies ist beispielsweise mfiglich dadurch, daB ate Primer eine oder raehrere der erfindtingsgemfi- 
Ben NuUeinsiuresonden benutzt werden, Em Ampfirlkauonsverfahren, welches mit nur dnem Primer aus- 
kommt, wird scfaon dadnrch reafisiert daB der Primer mit der zu ampHflzierenden Nuklemsflnre hybridisiert, mit 
Mononuklecddtriphosphaten unter Einwirkung emer DNS-Polymerasc veriangert wird, das Verlangerungspro- 
dukt von der Matrizennuldeins&nre getrennt und der obige Vorgang mit dnem neuen Primer wiederholt wild. In 
jedem Zyklus wild daher pro Nukiemsfiure ein Veriaogerungspiodukt gebildet Es handdt sich somit urn ein 
Hneara AmpGfikatbnsveffahren. Exponentielle AmpOfikation ist theoretwch beispielsweise dann errefchbar, 
wena 2 Primer eingesetrt werden, welche die pruuripiellen Bedingungen, wie sie in der EP-A-0 201 184beschrie- 
ben sind, erfQUen, In einer vorteflhaften AusfQhrungsform wird ein weiteres Primerpaar eingesetzt, welches auf 
dem ampfifiziertcn NuHetaslurefragment zwischen den Hybridisierungsposhionen des ersten Primerpaares 
hybridisiert Diese AusfOhnmgsform wird gdegenulch auch als "nested PGR* bezudchnet Darin werden insge- 
samt 4 verschiedene Primer eingesetzt 

Auch bd den auf TVanskripdonsreaktionen beruhenden Amplhlkatlonsvetfahren werden on augememen Fall 
2 Nukleinsfturesonden eingesetzt, die entweder auf gegcnllnfigen Strflngen oder auf dnem Strang der zu 
amplinzierenden Nukleinslure hybridisiert werden k5nnen> 

ErfindungsgemttB handdt es sich fQr das gattungsspeztfische Amplifikationsverfahren bo alien als Primer 
ftmgierenden Nukleinsfturesonden urn LegioneuVgattungsspezifische Sondea In dnem besonders bevorzugten 
Pdl hybridisiert emer der Primer mit dnem Strang der Legiondla-NukJcinsaurc in der 23S-rDNS-Region und 
der andere mh dem Oegenstrang in der 5S-rDNS-Region» Dadurch wird endcht daB das ampiinzierte Teibtuck 
der Nuktdnsauresequenz der Legionella! sowohl Tdle der 23S-rDNS-Region. der 5S~rDNS-Region als auch 
der dazwischenliegenden Spacerregron umfaBt Zum Verstandnb muB an dleser Stelle darauf hingewiesen 
werden, daB sich die Ampfifikate unterschiedficher Spezies in der Sequenz unterschddeu, der zwischen den 
einander zugewandten Enden der ursprQngHchen Primer liegt Dabei handdt es sich eben bevorzugt um 
Sequenzen der Spacer- Region. 

Das erfindungsgemlBe gattungsgemttBe Amplifikationsverfahren kann for mehrere Zwecke benutzt werden. 
In einer ersten MOglichkeit (z>& im Sinne eines Screenings) kann die Summe after in der Probe vorliegenden 
Spezies der Gatttmg Legionella nachgewiesen werden. Dies ist beispielsweise m6gfich, wenn die in der gattungs- 
speziftschen Amplification erzeugten Ampfifikate mit dner wdteren gattungsspezifischen (gewunscntenfafls 
nachweisbar marlderten) Nuklemsauresonde zur Hybridisierung gebracht und die gebildeten Hybridc nachge- 
wiesen werden, Dabd kann die NukJeinstturesonde (Nadxweissonde) so gewfihlt werden, daB sie in den Berei- 
chen nahe den ursprungfichen Primerhybridislerungsstdlen hybridisiert, jedoch wird die Aussagekraft des 
gattungsspe z ifischen Nachwdses dadurch noch crhdht. daB die Nukldnstturesonde in dem zwischen den aufcin- 
ander zu zdgenden Enden der Primer Gegenden Bereich der Ampfifikate hybridisiert Besonders bevorzugt 
hybridisiert die gattungsspezifische Nachweissonde zwischen den Positional 242 und 299 von SEQJD.NO. 1 und 
ist zvrischen 25 und 35 Niddeotidea 

Lfinge der Sonde muB die Hybridmerungstemperatur entsprechend angepeBt werden. Die optimale gattungs- 
spezifische Sonde hybridisiert zwischen den Positional 268 und 296 und ist somit 29 Nucleotide tang. 

Prinzipiell slnd fur den Nachwds der Ampfifikate alle bekannten Nachweisformate verwendbar, beispidswd- 
se Auftrennung nach Gr5Be der Ampfifikate (z. B. Geleiektrophorese) aber auch die Blot-Verfahren. Beispiels- 
weise kann schon anfgrund der GiflBenvariabHitftten der Spacer-Region eine Differenzierung von Non-Pneu- 
raophiia-Spezics im einfachen, hochauflOsenden Agarosegd durchgefuhrt werden, was im Shine eines Screc- 
ningverfahrens eine rasche orientierende Information liefert Auf dnen Nachwds, der auf einem Hybridisie- 
nmgsschritt mit einer Nachwdssonde beiuht, kann jedoch meist nicht verzichtet werden. Als besonders vortdl- 
haft hat aich (fie Verwendung des Reverse-Dot-Blot-Fonnats erwiesen. Hlerzu wird beispielswdse eine gat- 
tungsspezifische Nuklemsauresonde auf einer Membran immobiDsiert und anschiieBend das Produktder Ampli- 
fikationsreaktion auf die hmnobifisierten Sonden gegeben. Dazu mussen die Ann^Oftfcate g ^be nenfaUs vorher 
einzdstrangig gemacht werden. WennwShrend der AmpUfikation markierte Mononukleoaidtriphosphate einge- 
baut wurdenTist der Nachwds der Qber die Niildeinsfturesonde immobilisierten Amplifikate nach Abwaschen 
nicht gebundener NukldnsSuren auf dnfache Wdse mOgEch. En sokhes Format ist beispielsweise in der 
EP-A-0 237 352 beschrieben. Auf den Inhalt dieser Patentanmeldung wird hiermlt vollinhaltGch Bezug genom- 

Nachwds ist Jedoch auch aber die sogenannten Sandwich-Vcifahren mOgfich, bd denen neben der 
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iramobflisierten Nukleinsauresonde erne weitere, maririerte gattungsspezifische Nukleinsauresonde (Nach- 
wdssonde) eingsetzt wird, die mit den AmplifUcatcn an einer anderen Position hybridisiert all die Festphasen-ge- 
bundene Sonde. Dieses Verfahren ist priadpiri! in EP-B-0 079 13d beschrieben. 

Das erflftdungsgemafle gattungsspezifische Amplifikationsverfahren ermflgCcht jedocfa audi den veriiBfichen 
und unkomplizierten Nachweb LegioneBa-Spezies (z. B. fOr den kGnhchen Routincafltag) oder Gemischen von 5 
Spezies (z. B. cine Unterschcidung von L-pncumophila von non-pneumophfla). Fflr diesen Fall kann im AnschluB 
an das gattungsspezifische Amplifikationsverfahren eine Hybridisierung mit einer (gewflnschtenfalls markier- 
ten) speziesspezifiachen Sonde (Nachweissonde) durefagefflhrt werden, die im ampGfizierten Bereich zwischen 
den aufeinander zu zeigenden Enden der Primer hybridisiert In SEQ,ID-Nos. 26—68 sind Scqoenzen, aus 
weicben die speziesspezifischen Sequenzen ausgewftblt werden kdnnen, for einzelne Spezies angegeben. Die 10 
speziesspezifischen Teile befinden sidi msbesondere im Spacer-Bereich, der bevorzugt mitteb der gattungsspe- 
zifischen Primer ampiifiziert wird Die Lage der AmplifOcate (z. E wie in Tabelie 1 angegeben) ergibt sich aus den 
Hybridisierutigspositionen der Primer (In TabeUe 1 ist dies das Primerpaar B/D)» Besonders bevorzugte spezies- 
spezifische Nachweissonden sind in Beispiel 3J angegeben* 

Speziesspezifische Nachweissonden, die auf diesen Spaoerseqaenzen beruhen, sind bevorzugt linger ab 15 bp 15 
und kteiner als die gesamte Spacerregioa 

Das erfindungsgemSfie Verfahren ermdgficht daher den multiplen Nachweb von Legionella-Spezies unter 
Verwendung einer einzigen in einer vorgeschakef en gattungsspezifischen AmpliTikationsreaktion hergesteflten 
Reaktionsmischung, die Amplifikate von Teflen der in der Probe anwesenden LegioneBa-Spezies enthfilt Ein 
Vorteil der Erfindnng ist daher, daB sie einen einf acheren, d h wenlger komplexen Nachweis von Bakterien der 20 
Gattung Legionella erm&gllcht 

Ebenfalls Gegenstand ist daher ein Paar von Primern zur Amplication von Legionefla-Nukleinsauren, von 
denen einer mit einem Strang der 23S-Region und der andere mit dem Gegenstrang in der 5S- Region des 
LegfoneDa-Genoms hybridisiert 

aenfalls Gegenstand der Erfindnng ist eine doppelstrlngige Legioneila-spezifische Nukleinsinre, enthaltend 2s 
die Spacerregion zwischen 5S-rDNS and 23S-rDNS so wie jeweils nur sotehe Teile der 5S-rDNS and 23S-rDNS, 
die eim Genom dirtkt an die Spacerregion anschliefien. Bevorzugt ist diese doppebtrfingige Nukleinsiure 
hdchstens 371 bp lang und ist das Produkt einer gattungsspezifischen Amplifikationsreaktion. 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindnng ist ein Reagenzkxt zum Nachweb von Legionella-Spezies enthaltend 
raindestens eine LegioneOa-gattungsspezifische Nukleinsiure und mindestens eine Legionefla-speziesspezifi- 30 
sche Sonde. 

Die f olgenden Beispiel* sollen die Erfindnng nfther eriautern. 

Beispiel 1 

Bakterlengewinnung und Anzucht 

Die filer verwendeten Legionellen Typt strains* wurden auf gepuffertem Hefe-Kohle-Extraktagar (P. H. 
Edelstein, Laboratory Diagnosis of infections caused by legionellae, Eur. J.Cfia Microbiol Vol 6, 1,4—10(1987)) 
unter Zusatz von a-Ketoglutarat bei einer Inkubationstemperatur von 35°C in feuchter COj- Atraosphfire fQr 40 
mindestens 3 Tage angezOchtet Gram-Farbungen, Mikroskopie und Inkubation von Bht-Agar-Ptatten zeigten 
kein Wachstum anderer Bakterien. Die LegioneUen wurden mit 3 ml bidestflUertem Wassers von den Platten 
geerntet und verdOnnt mit 1Z000 g zentrifugiert, der Oberstand verworfen und das ZellpeUet in 500 pJ bidestfl- 
iiertem Wasser resuspendiert Logarithmische VerdOnnungsreihen und Auszfthlen der Kolonien auf Agarplatten 
ergabendurchschnittfich lO^KBE/mL <* 

Beispiel 2 

DNS-AufschiuB 

so 

Je ein 250 jil-Aliquot der jeweffigeu BakterienkuKur wurde zur Ftesetzung der DNS alkalis ch lysiert (PCR: 
Clinical diagnostics and research; Springer Veriag Berfin/Heideiberg 1992, & 79-80), indem 250 jri einer 
200 mM NaOH-L&sung hinzngefOgt, mit 100 [d Mineratol (Sigma) Qberschichtet und fOr 20 Minuten in einem auf 
95*C vorgeheiztem Thermometer inkubtert wurden. Nach SchQtteln und Zentrif ligation wurden 32 jii TVb-Hd 
(pH 5,0) zur Neutralbierung hinzugefOgt erneut geschattelt und zentrifugiert Kontroflproben mit bidestiDier- 55 
tern Wasser wurden identbeh behandelt, urn mOgOche Kontaminationen wfihrend der Probenaufbereitung zu 
erkennen. 

Die so gewonnenen NuHeinsauren konnten in den Amplifikations- und Hybridbierungsexperimenten elnge- 
setzt werden. 

Beispiel 3 

Nachweb von LegioneQcn (Gattung und Spezies) 

Der Nachweis von LegioneUen geschah durch erfindungsgemfifie gattungsspezifische Amplification unter 65 
Einbau von mit Digojrfgenin maridertem dUTP. Die markierten Amplifikate wurden anschliefiend mfttds der 
Reverse Dot-Block-Technik (Kawasaki et aU Genetic analysis using polymerase chain reaction — amplified 
DNS and immobilized oligonucleotide probes: reverse dot-blot typing; In: Methods in Enzymology, Band 218, 
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1993) nachgewiesen. 

1. Sonden-Herstellung (Tafling-Reaktion) 

Boehringer MaaahcimTcnnmalc Transferase Kit 220—582 

200 pmol Olgonukleotid 

20u45x Reaktfonspuffer 

6pJ25 mM Coda (Endkonzentration \fi mM) 

8^10raM<nTP(Gksanrtnicngc80ni^ 

2A ui Terminate Transferase (60 U) 

(UHsDadlOOid 

Gcmisch eme Stundc bei 37*C bkubiereu, 

Z Polymcrasekcttenreaktion (PCR) & Digoxigenh^Maririerung der PCR-Produkte 

PCR25uJAnsaize: 

3,75 jd dNTPs (1 mM Kara) 

1,25 Boehringer DIG DNS Labeling mixture 

2fi ul Perlon-Elmer Puffer I 

je 0/5 |il Primer (StammlOsnng 10 mM) 

1 uiTaq Polymerase (Perlrfn-Elmer) (verdunnt 1 : 10) 

H^>ad24|U 

1 lis DNS 

Thermoprofd (Primer B&D; Perkm-Ehner 9600-Thermocycler) 
95* -3 Min. 

95° -30 Set, 54° - 25 Sek*7T - 30 Sek.:30Zyklen 

72° - 5 Min. 

herabk0hlenaaf6° 

a Vorbereitung der Membranen 

Boehringer Mannheim positively charged Nylon membranes in dflnne Streifen schneiden. Mit Bieistift beschrif- 
ten und mit abges chnhtcner 1 ml-PSpettenspitxe Kretse in die Membran "stampfen*. 1 pi (2 pmol) Sonde auf tra- 
gen, 1 0 Minuten lufttrocknen, mit 120 ml krenzfinken (Stratalinker* StratageneX 

Waschen der Membran (am nicbt gebundene Sonde zu entfernen): 

(afle Streifen zuaammen in ememSO ml Falcon^-ROhrchen) 

Waschl3sung:5 x SSPE,0,5<H>SDS 

30 Minuten bed 61° 

Mit bidest H2O kurz waschen 

lufttrockncn, Streifen kftimen nach diesem Schritt bei —20° aufbewahrt werden. 

4Hybridiaierung 

Prahybridisierung — m emzeinen, nnmerierten Eppis (Eppendorf-GefaB) 

L5sung0e300ml)5 X SSPE,05%SDS> 
0£%Dextran$ulfat 

30 Mia bei 61% 

Hybridi8ierung 

PCR-Prodakt wird 1 0 Minuten bei 95 s denaturiert und zflgig nach Ende der Prahybridisienmg zugegeben. 
Genau eine Stundc bei 61" bei sanfter Rotation hybridisieren lassen. 

Nach AbschluB der Hybridisiening werden die Membranen fun selben Eppendorf-GefaB, mit Jewells 300 pi der 
f olgenden Losung) gewaschem 

2 x SSPE 
0,1% SDS 

Waschschritte (unter Idch tern Schtttteln): zwdmal 5 Min. bei Raumtempcratur und einmal 1 0 Min. b d 65* . 
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1993) nachgewiesca 

1. Sonden-Herstellung fTkfling-Rcaktion) 

fiocliringcr Ma nnhcim Tenninalc Transferase Kit 220-582 

200 prnol OlgonuUeotid 

20pl5x Reakdonspuffer 

6 25 mM CoCh (Endkonzentration Ifi mM) 

8 pi 10 raM dTTP (Gesamtraenge 80 nmol) 

2,4jUTerminaleTransfcraae(60U) 

ddHxOadlOO^l 

Gemisch eine Stunde bci 37°C rakubicrcn. 

Z Po^ymeraseketteiireaktion (PCR) & DSgoMgemn-Markxening der PCR-Produkte 

PCR25(UAnsatze: 

3,75 jil dNTPs (1 mM Konz) 

1,25 Boehringer DIG DNS LabeGng mixture 

7fi pi Perlrin-Ehner Puffer I 

je 0J5 ill Primer (StammlCrotng 10 mM) 

1 \ii Taq Polymerase (Perldn- Elmer) (verdttniit 1 : 10) 
H20ad24|U 

IjisDNS 

Thennoprofn (Primer B & D; Perkm-Elmcr 9600-TbermopycIer) 
95°-3Min. 

95°-30Sek,54°-25Sek*7r-30 Set: 30 Zy klen 

72*-5Min. 

herabkfihlenanf6* 

a Vorbcreitung dcr Membranen 

Boehringer Mannheim positively charged Nylon membranes in dfiime Streifcn schneiden. Mit Bleistift beschrif- 
ten undmit abgeschnittener 1 ml-Pipetteiispitze Kreise in die Membran "rtampfenT. 1 pJ (2 pmol) Sonde auftra- 
gen, i o Minuten lufttrocknen, mit 120 ml krenzfinken (Stratallnker* Stratagene> 

Waschen der Membran (wax nicht gebundene Sonde zu entfemen): 

(afle Strelf en zosammen in einem 50 ml FalcoirMWhrchen) 

WaschlosungtS x SSPE>0,5<H>SDS 

30 Minuten bei 61° 

Mit Udest HiO km waschen 

lufttrockncn, Strdfen ktonea nach diesem Schritt bei —20" aufbewahrt warden. 

4vHybridisienmg 

Prfthybridisienmg - in dnzelnen, ntnnerierten Eppis (Eppendorf -GcftB) 

L6sung(je300ml)5 x SSPE,05% SDS, 
<)£%Dextranstilfat 

30 Mb, bei 61°, 

Hybridisienuig 

PCR-Prodokt wird 10 Minuten bei 95° denaturiert undzQgig nach Ende der Prahybridisierung rogegeben. 
Genau cine Stundc bei 61* bei sanfter Rotation hybridisieren Kassen. 

Nach AbschluB der Hybridisienmg werden die Membranen (hn selben Eppendorf-GefcB, mit jeweils 300 |il der 
f olgenden Usung) gewaschem 

2 x SSPE 
0,1% SDS 

Wa»cbachritte(imterleichtemSchett^ 

8 



DE 195 15 891 Al 



5. Detection 



Alle Schrittc werden unter stftndigem leichten Schatteln in einem 50 ml Falcon-Rdhrchen durchgcf flhrt (Puffer- 
volumen ca. 30 ml) (Boehringer Mannheim Katalog Nr, 1 17504): 

a) 30Min.Dl-Piiffer 

b) 30MinD2-Puffer 

c) 3 pi Antflc&pcT^Ktmiugatldsuiig mi 1 30 ml fruchera D2-Puffer vermischen, 30 Min.inkubteren 

d) 2 x 15 Mia Dl -Puffer 

e) kurze Inkubierung in D3-Puffer 

f) Die Membranen werden mit der DNS-Sei te nach oben in einer KlarsichthOlIe plaziert: 
45ulNBT 

35 id X-Phosphat-LGsung 
10raID3-Puffer 

g) Die Farblflsung zugeben, die Membranen dabei nicbt bewegen, Genau 15 Mln. entwickeln. 

h) StoppKkung: D4-Puffer 

i) lufttrocknen 



runer 



D4 



D3 



2 x SDS 



Dl 



D2 



20XSSPE 



3M Nad, "53 g Nad 

0,2 M Na2H2P04, 27,6 g Na 2 HaPC>4 

20 raM EDTA, 7,4 g EDTA 

pH auf 7,4 mh NaOH einstellen, aqua bide st ad 1 .000 ml 
20 g SDS 

pH auf 7,2 mit HQ (ein paar Ttopf en) einst eflen, 

aqua bidest ad L000 ml 

lOOmMMaleinsfiore 

150mNNaO 

O0%(w/v)Tween2O 

pH auf 7,5 bci 20° mit NaOH einstellen 

1,0% Blocking-Re agens (Kascin, Boehringer Kit), gefttet in DU muB ca. erne Stunde vor 

Gebrauch hergeatellt werden bzw. kann bei - 20° aufbewahrt werden. 

lOOmMTrisHCl 

lOOmMNaO 

50mMMgd 2 

pH auf 9,5 bd 20° einsteflen 

lOmMTrisHQ 

ImMEDTA 

pH auf 8,0 einatellen 



& PCR-Primer 



18mcn f'-^jGCTGATTGTCTTGACCAJ 1 (Primer B) 
20mcr 5 , -AGGAAGCCTCACAC^ATCAT-3 , (Primer D) 
24men GTTQAAGACTAC6ACGTTGA1AGG (Primer A) 
21 men AATGTTTCACTTCTGAOTTCG (Primer C) 



SEQ,IDHb.2 
SEQJD.No. 3 
SEQJD.No. A 
SEQJD.No. S 
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5. Detektion 



Alle Schrittc wcrden timer stfindigem leichten Schdtteln in einem 50 ml Faloon-Rdhrchen durchgef flhrt (Puff er- 
volumen ca. 30 ml) (Bocbringer Mannheim Katalog Nr. 1 17504): 

a) 30Mto.Dl-Puffer 

b) 30MtoD2-Puffer 

c) 3 jd Antik6rpcr-Konjtigatl6sung mit 30 ml frischera D2-Puffer vermischen, 30 Mm. inkubteren 

d) 2 x 15 MulDI -Puffer 

c) kurze lnkubierung in D3-Puffer 

f) Die Membranen werden mh der DNS-Seite nachoben in einer Klarsichthuile plaziert: 
45ulNBT 

35 \d X-Phosphat-L&sung 
10raID3-Puffer 

g) Die Farblflsung zugeben, die Membranen dabri nicfat bewegea Genau 15 KGn. entwickeh. 

h) Stoppldsuiig:D4-Puffer 

i) hifttrocknen 



Puffer 



D4 



2 x SDS 



D3 



Dl 



D2 



20xSSPE 



3MNaCU753gNad 

0,2 M Naat^PO* 27,6 g Na 2 HjP04 

20 raM EDTA, 7,4 g EDTA 

pH auf 7^4 mh NaOH einstellen, aqua bkiest ad 1.000 ml 
20 g SDS 

pH auf 7,2 mh HQ (ein paar Tropfen) einstellen, 

aqua bidest ad 1.000 ml 

100 mM Maleinsfiure 

150 mN Nad 

<*3%(w/v)Tween20 

pH auf 7,5 bd 20° mit NaOH einstellen 

IjNb Blocking-Re agens (Kasein, Boehringer Kit), gelOst in Dl, muB ca. erne Stunde vor 

Gebraucbhergesteflt werden b2w.kannbei -20° aufbewahrt werden. 

lOOmMTrisHQ 

100 mM Nad 

50mMMgCb 

pH auf W bd 20° einstellen 

lOmMTrisHQ 

ImMEDTA 

pH auf 8,0 einstellen 



6. PCR-Primer 



18mcn S'-GGCIQATTGICnQACCA-y (Primer B) 
20mer: ^-AGOAAGCCTCACACTAICAT-y (Primer D) 
24mcr GTTGAAGACTACGACGTTGAIAGG (Primer A) 
21 men AAJGTITCACTTCTGAGITCG (Primer C) 



SEQ JDJNo. 2 
SEQJDJNa 3 
SEQJD.No. 4 
SEQJD.No. S 



9 



DE 195 15 891 Al 

7. Oligomideotidsonden (5S-rDNS) 

Ofllhingiaopdc: 



L. pncnmopbila-Spcrieaonrfe: 

3 linen 5 1 - ACGTGAAAJCGTATC GTGTAAACTCTGACTC-3 ' 



SEQJD.No. 6 



SEQJDJSfo. 7 



36ner ^-AIGCGAATACAAOATGI^XnTQOGC'y 



SEQJD.No. S 



L. nricdaifd-Spezienonde: 

r 3 , -ATGTAAArrGCrCAGACAAATGAATACAGA£3 ! ITr-y 



SEQJDJSb. 9 

L. brunensis-Spezieisonde: 

31mer y-C CIGTTI I iACAGAGeACTTAACAATGCTCT-3' SEQJDJMb. 10 



29mec y-AATGCAAATACAAGAAATTTAGGTTGGGC-S' SEQJD.No. 11 



L. g ramm M ffff*- 1 S t 
27men 5 , -CKnX^T^OTTAlCCXKUAGTAACGC&3♦ 

L i ii B in riS -S pcgicw opdc; 

26man 5VAICAATACCTGGGCTAGGACACCTGC3' 
Lw crythra-Spcaiessonjdc: 

24mer y-AACCCGGGTAAaACCGGAAAAACC-S' 



1*. iccieu-op 

27mar 5M3CAAAAATGAAAGACAAATGCGTTTGT-3' 



Timer. 5'-TTAAACGClTGrnjAATCAAACCCAITC-3' 
L. jordania-Spqzieaaonde: 

27mer. y-TGATGAATGAAIATCCCCTAACATGGG-S* 



SEQ JDJfo. 12 



SEQJD.No. 13 



SEQJD.No. 14 



SEQJDJNb. 15 



SEQJD.No. 16 



SEQJD.No. 17 
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7. Oligonudeotidsonden (5S-rDNS) 



29mcr. 5'-AACCACCTGATACCATCTCXJAACTCAQAA-3' SEQJD.No. 6 
L. pnrTTTTKTphilarSperifggnigte: 

31mer 5 , -ACGTGAAACGTATCGTGTAAACTCTGACrC-3' SEQJDNo. 7 



Lani 



36men 5-ATGCGAATACAAGATGTAGGTTGGGC-3* 



SEQJD.No. 8 



34mcr. y-ATGTAAATrGCTCAGACAAATGAATACAGAGTTT-y 

SEQJDNo. 9 



31hmc 5 , -<XJIGTTTTIACAGAGCACTXAACAAl<K3CT-3 , SEQJDNo. 10 



L. cllW I HfSpBM 

29men 5*-AATGCAAAIACAAGAAAITrAfiGTFGGGC-3' SEQJDNo. 11 



Ldnen 

27mer y- CICICTITKI 1 lA OCGGAAGIAACGCO-3* 
L. dnmoffipSpcPBSsondoc 

26nwc S'-AICAATACCroGGGTAGGACACCTGCJ' 



24men 5 , -AACCCGGGTAAGACCGGAAAAACC-3' 



Lfeelefl-Sr 

27mer S'^CAAAAATGAAAGACAAAIGCGTTTOT-r 



27mer S'-TTAAACGCTTGrGAAICAAACCCATrC-S* 
27mer. y-TCAXGAATOAAI^TCCCCrAACATGGG-y 



SEQJDNo. 12 



SEQJDNo. 13 



SEQJDNo. 14 



SEQJDNo. IS 



SEQJDNo. 16 



SEQJDNo. 17 



to 
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39mer 5 1 -TGCTTGAIATAAGATA3AATACCT 

SEQJD.No. 18 5 

L. maccflchemB-Spgncssofldc 

32mfin5 , -GGCAAlACmAATrAAAGGC^ 10 

SEQJD.No. 19 

L. monwicarSpczicssondc: is 
23mer: ^-AGCX^CTTQQGCITGTTGATrGAA-S 1 SEQlD.No. 20 

20 

L, grinthcfanri^p eacttOBdc 

40mer y^GCTGAAXAlAAGATATAATGTrALlClCl 1 lAmACC^' 

SEQJDJfo, 21 ^ 

L. ^iritecsif-Spezzessonde: 

25mer 5 l ^TGTGCCCTGAAGAAGAAACAGGGT-3 , SEQJDNo.22 „ 



28mcn5 , -AATGTGTATACAAlGCTGT SEQJD.No. 23 35 

LwadsworthiinSpezteaonde: 

30mcc y-^TACGTACQAATXAGAGATTC SEQJMJo. 24 40 

a Nachweisverfahren 

a) Reverse dot-blot-Hybridisierung mit 4 verschiedencn Sonden 45 

Gemfifl obigem Arbeitsprotokoll warden Nachweisverfahren unter Verwendung des gattangsspezifischen 
Amplifikationsvcrfahrcna und einer gattung3-(A) bzw. 3-spczicsspczififchen (B^ L pneumophila; C: U anisa; D: 
L micdadei) Sonden durchgefQhrt In 2 fet die Farbentwickhmg an 10 Filtem gezelgt Es ist War erkenntlich, 
daB die genus-(gattungaspeadfische) Sonde (A) in jedem Falle ein Nachweissignal fiefert Die L pneumophila- 50 
spezifische Sonde (B) reagiert nnr mit dem Fflter, der ancb den Serovar 1, Philadelphia von L pneumophila 
enthftlt Mit der Lanfca-spezifischen Sonde (Qbt im Filter Nr. 4 em deudiches Signal richtbar. Die Spezies 
L micdadei KeB stch mit der L mfadadel-spezifisdien Sonde (D) nachwetsen. L. gonnanii konnte mit der gat- 
tungsspezmschen Sonde nachgewiesen werden (Filter Nr. 9). 

p[ c p»u<rr>n<r A*r Fflt«r mit nachxuweisenden NokleinsSuren war folgende: 55 



1 : L. dumofil (2pmol probe) 
2: L. anisa tepmot probe) 
3: L anisa c4pmol probe) 

4: L. anisa (8pmol probe) 60 
5: L micdadei ATCC 332 18 (2pmol probe) 
6: L. micdadei ATCC 33218 (4pmol probe) 
7: L micdadei L 5443/90 fepmol probe) 
8: L micdadei L 5443/90 (4pmoI probe) 

9:L.gormanii 65 
10: L. pneumophila sero 1 Philadelphia 
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Amplification der 23S-5S-Spacer Region von Pneumophila und non-Pneumophila Spezies 

In Fig, 3, 4 und 5 ist das Ergebnis der Amplification der 23S-5S-Spacer Region rait Hilfe der gattungsspezuv 
schen Primer gem&B der voriiegenden Erffndung gezeigt Esistklar erkenntlich, daB in jedem Fail cine Amplifi- 
kation stattfindct wobei sich. in vielen Fallen cfie GrOBe der Ampfifikate der einzelneu Spezies unterscheidet 
Ober die GrOBe der Amplifikate fat daher eine Unterscheidung der Spezies von Legionella nach gattungsspezifi- 
scher AmpdHkation mftgfich. 

1 : L. pneumophila sero 12 570-CO-H (Fig, 3) 

2: L. pneumophila aero 13 

3: L. pneumophila sero 14 1 169-MN-H 

4:LanisaWA-3l6<3 

5:Lpbrunensis 

6:LcheriiORW 

7: L dncmattensis 72-OH-H 

8:LdumofilNY-23 

9:L.erythraSE-32A-C8 
lO:L.feeleH sero 1 WO-44C 
1 1 : L» feeleS sero 2 691-WI-H 
12: L israelensis Bercovter-4 
M: lOObp DNA size marker 

l:L.joidanisBL^40 (Fig. 4) 

2:L.longeachae sero 1 LongBcach-4 

3:LJongbeachaesero2Tucfccr-l 

4: U maceacheniii PX-1-G2-E2 

fcLmWadeiTATlJOCK 

6: L. moravica 316-36 

7; L ookridgensis OR-IO 

8: L. rubrilueens WA-270-C2 

9: L. sainthelensi Mt St Helens-4 
10: L spiritenris Mt St Hdens-9 
ll:LstdgerwaltiiSC48-C9 
1 2: L. wadsworthii 81-71 6A 
M: lOObp DNA size marker 

1: negative control (Fig. 5) 

2: L. pneumophila sero 1 Philadelphia 1 

3: L> pneumophila sero 2 Togu-1 

4: L, pneumophila sero 3 BIoomington-2 

5: L pneumophila sero 4 Los Angeles- 1 

6: L» pneumophila sero 5 DaltahlE 

7: U pneumophila sero 6 Chicago-2 

8: L. pneumophila sero 7 Ghicago-8 

9: 1- pneumophila sero 8 Concord-3 
10: L. pneumophila sero 9 IN-23-01-C2 
lULpneumophilasero 19 Leiden- 1 
12: L. pneumophila sero 1 1 797-PA-H 
M: lOObp DNA size marker 

Anstelle der in Beispiel 3 verwendeten Primer B und D kdnnen auch Primer eingesetzt werden, deren 
Hybridisierungspositionen auf SEQJDJNCX 1 abweichea Im folgendene sind konkrete Hybridisierungspositio-- 
nen (erste Basenpaarung und LSnge) von weiteren Primern angegeben, Auch bezQglich der gattungsspezifischen 
Sonde sind im fblgenden gieichfails gecignete Sonden angegeben. Ebenf alls im folgenden apgegeben ist, welche 
{Combinational der Primer fflr eine gattungsspezifische Ampfifikation besonders gedgnet smd 

Beispiel 4 

VariationsmOgiichkehen der Prima* und Sonden 
Primer 

Primer B — Yariationsmdglichkeiten 

1) Pos. 104, 18mer,T«n 43*9° (Primer B aus Beispiel 3) 

2) Posl 105 > 21mer > T m 430° 

3) Pb8.110 > 22mer a T m 423 o 

4) Pos. 10% 18mer f Tn 43^ 

12 
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9 

to; 
it 

12! 

13 

If 

1 

1 

1 

18 
19 
20 



Pos. 101, 19mer,Tni 42,7* 
Pos.l0O,19mer,T m 43£* 
Pos.99,20mer,Tni44,2" 
Po$.10a20mer > T«43 l 0 p 
Pos.98>20raer f T n 43£ o 
Pos. 94,21mer,Tm 434° 
Pos.lM,19mer, T m 45,2° 
Pos.l05,23mer,Tm464 p 
Pos.ll3,23mer,T m 44,7 
Pot 102, 19mer,T ro 463° 
Pos. 10Q,20mer,T m 45,0 0 
Pos.99,21mer,Tni45£ 0 
P03.98 > 21racr,T in 453 o 
Pos. 96, 22raer, T n 45,5° 
Poil05,22mer,T in 45,l Q 
Pos. 109,230^,1144,0 



Primer D — Variationsmflgfichkeiten 

21) Pos.316,20mer f T m 43,r (Primer DausBeispiel 3) 

22) Pos. 312, 19mer, Tn 46flP 

23) Pos.317,20mer i T a ,44,9 o 

Primer A: 

1) Pos.34,21mer,T a i44>5 0 

2) Pos.35,22mer,Tni45,4 0 

3) Pos.37,21mer,T m 44,5 0 

4) Pos.39,20raer,T Tn 44 i 6 fl 
51 Pos. 38, 29mer,Tni 424° 

6) Pos. 31, 18mer,Tm 43,1° 

7) POS. 29, 18mer,T a 45,9° 

8) Pos. 27, 18mer,Tn,43^° 

9) Pos. 25, 18mer,Tto 45,4° 

10) Po& 41, 19mer,Tm 433° 

Primer Cs 

1 1) Pos. 286,21mer,Tm 447° 

12) Pas.286,20mer > T m 424° 

Varradonjmaglkhkeitcn der 5S-Gattungssonde (qut fur Primerkombination B/D) 

Pos. 268, 29mer,T m 61^ (in Bcispiel 3 venvendete Sonde) 

Pos.269,29mer,T m 60 J 7° 

Po8.270,29mer,T m 6a7° 

Pos.271,30mer,Tm61^° 

Pos.267,29mer,Tin61,4 0 

Pos.26*27mer,TniW 

23S Gattungwondo (nur flir PrimfitknixibimtkHi A/C gedgnet) 
S'-TTGTAGTAAITCK^ 

SEQJDHo.25 

VariatiommOgtichkeiten der L-pheuinophila Speziessonde (nur fflr Primarkombination B/D und A/C geeignet) 

Pos. 162,39mer,T m 59,l Q (inBeispiel3verwendeteSonde) 
Pos. 160,32mer > T m 593 a 
Pos. 163>31mer,Tn,60ir 
Pos. 159, 33mer,T m 59,4° 

Die Posidonsangaben(5Mennina!e Base) beziehensichauf die in Fig. 1 abgebfldete Sequenz, wobei Primer B 
und A komplementtr zu den Teilen der Sequenz von Fig. 1 sind, die bei der jeweOigen Position begmnen, und 
Primer D und C sequenzidentisch zu den Teflon der Sequenz von Fig. I sind. die bei der jewefligen Position 
beginnen und skh stromabwBrts (von der Sequenz in Fig. 1 aus gesehen) fortsetzen. 
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Primerkom bfria tionen 



Primer B/D 


Primer A/C 


1/21 


1/11 


2/21 


2/11 


3/21 


3/11 


sni 


4/11 


6/21 


5/12 


7/21 


6/12 


9/21 


7/11 


10/21 


8/12 


11/22 


9/11 


12/22 


10/1 1 


13/22 




14/22 




19/22 




16/22 




17/22 




18/22 




11/23 




4/23 




19/23 




20/23 




8/23 




17/23 





AHe angegebenen Primer mid Nakleotkbequenzen sfnd DNS (OBgonuklcotidc im Fafle dcr Primer und 
Sonden) linear, etozelstrangig. 

Bevorzugt sind die erfindungsgemiBcn Sondes spezifisch fOr Legionella, d h, sie beaitzen keine Wirkung als 
Primer bzw. Nachweissonden fttr Oiganismen, die nicht zur Gathmg Legionella gehOren. Die Primerpaare B/D 
und A/C wurden als nicht wirfcsam gegenfiber BadUua cereua, Branhamella catharrhalis, Candida albicans, 
Chlamydia trachomatis, Corynebacterium diphtheriae, Ciyptococcua, Escherichia coli Haemophilus influenzae, 
Lactobacteriunv Listeria monocytogenes, Mycobacterium africanium, avium, bovis, flavescens, fortuhum, gorda- 
nae, kausasu, terrae and xenopis. Neisseria meningitidis, Nocardia, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, 
Rhodococcus, Salmonella enteriditis, Staphylococcus aureus. Streptococcus faecafis, mfllerie, pneumoniae and 
viridans and ^-hemolytic Streptococcus pyogenes. Trichomonas vaginalis and Vibrio cholerae charakterisiert 
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Sequenzprotokofl 

(1) AKLC2MKXHZ ABBAUVt 

5 

# 

(i) JJOELDBRs 

(A) max Bcahringar Kannhaia oaba • ^ 

(B) STRASOT* Sandhofantr.116 
<C) OHT: Mannhaia 

<S) USDt D2 

(7) FQSXLSXTZAHLi 68305 

(0) TBtSrars 0621 759 4348 

(H) TELEFAX! 0621 759 4457 ^ 
(LL) 8BI2XCHHUXG DER BRTUtDUJlGi Gattungs- und apaxiaaapeaifiacha 

Idantirialarnng von Legionella 
(ill) ANZAHL OSR 5BQOT2J2EN5 68 ^ 
(iv) CQHFIITSR— LBSBARS FABSOWt 

' (A) DATBHTRXoER; Floppy dink 

(B) ocaawnaea t ran vc compatible ^ 

(C) BSSBZSBS8YSTSX8 PO-0OS/MB-DOS 

(D) aaFTKMBfl Pateatia Kalaaaa #1.0, varaloa #1.30 (BEA) 

35 

(2) AHQABBB ZU SEQ 10 HOt ll 

(I) SBQBmXXmnBZGBBBt 

(A) X&RSt 336 Baaanpaara ^ 

(B) ARTS ffuclootid 

(C) STHMOTOHKt Blaaalatrsag 

(D) TOKILOGXSi lioaar ^ 

(II) An DBS HOUXSLSt Sonatiga HoolainaAura 

(▼l) obsssOhclxcse HERsxmnt w 
(A) OBflJUPCBHPBt Lagleaalla 

(Xl) BBQOgaBBSBCBRgZggTOl SEQ ZD 80s It ^ 

GCCTCCCZGA AGAXQAGTTT 'TCCCATGaAG CC C ST TOAAQ ACTOOCROGT TGAXAGOCftA 60 
GGTGTGOAAG CGCAOTAAIO O0TGAACCTA ACTTOTACEA AXTCGCTCAT T O TCTT ttA CC 120 ^ 

AXASAASCXG AOTQACTTCA GAAXGZCA2A TTOATTTCTA TACQTGAAAC OTATOQTOTA 180 
A&CXCEO&CX CSTTAGCAAA CCT OTCO CTT AAZAXA0CAA TG&AAGCCTC AGQXftAACCA 240 

65 
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10 



15 



75 



45 



50 



gttttcctcg cgactmsoc g&stsgguc c&ocrax&c caxcraaac TCAGA&OSra. 300 

&ACRTTTCCQ OBCOagflKr AOTCTC&CGC TTCCTC 336 

(2) AJZQ&BEff ZU fiBQ XO BO: 2s 
(1) SBQU 



(A> LS8QBI 18 
<B> ARXs Huclootid 




>s fiBQ ZD HO* 2* 

18 



(2) ASGAB8B 80 SBQ ZD 80s 3i 
35 (1) gBqOBH»BBg»lEZCHBW » 

(A) LfiHOXt 20 

(B) AHXt HUoleotld 

40 < C > «■■— ■ 

(D) TOFGMOZBl 

<il) AST DBS HOCUXflUs 

(ill) HZPOTHBTXSCHl 
<iv) ABTXSXHSBt A 
<▼!) 0BSV8BHGLXCBB HEHKOTFT& 

(A) OBflBBZflHDB* fg lOW i lla 
(xt) tfBU»B B lHIWrH»fg I H BPI fiBQ ZD BO 3 3s 

ACACZATCAT 



60 



65 



20 



(2) ASMB8H WO SBQ ZD KOS 4f 

(1) SEQDBXZBBSBSBXCHSBi 
(A) I&RSBi 24 
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(B) ARTS jfuoleotld 

<c) mrakotohh* Binxolatrang 

(D) TOPGELOGXSi Unwr 

(II) ART DBS uaUSKfiLSs Sonefcige Httclainaanre 

(A) BSSCSREXBDHGf /dMO « ■DHA-Ollgonq e leofclde* 

(III) HXFOTHETISCH* OTIH 
(It) ABTXSBBSSt A 

(Tl) UMFBfi&QLXCHB HHHBWPTl 

(A) OBfiAHXSMDSt Legionella 
(xl) ttfK<lVff l *^fff J ^ pq,pTimHCt 8SQ ZD AOs 4s 

GTTGAAflACT ACGACGTTGA TAW 

(2) asoahkh sv seq id not 5s 

(A) L&QK3SI 21 Baeaopaare 

(B) ABT1 Rudaotid 

(C) MRABQratHt Blnasletrattg 
(O) TOFOLOOZEa linear 

(11) art DBS molbkBls; aonatlga rac ial m 2iTr* 

^X) Bl WTH f WI *™ 1 1 * /deeo ■ • r DHA-Ollganucleotld0" 

(It) AZITZSEBSBt JA 

(Tl) URS7R0BGLZCHB KERBDBFTs 

(A) ORGANISXUSi Legionella 
(xl) SSQtZENXBSSCHRXXBUZrOl SSQ ZD BOS 5? 

A ATCt TT CA C TTCTGAOTTC a 

(2) ANG&BBff TO SSQ ZD BOi tl 

(A) LtafiSs 29 Baaenpaare 
(8) ARTS BUelaotld 

(C) STRABCTORKt Einxeletrang 

(D) TOPOLOaxxi linear 

(11) ART DBS KOLKXflLSi Senetlge BTucleins&ure 

(A) BBSCHRBXBUZTCt /da go » "DHA-dligonaClOOtldtt" 
(HI) HZPOTHBTXBGHfi BBZB 
(It) ANTXSKBSSi JA 
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5 




s SBQ ZD BOs 6s 



AACCaCCTOA TACnAT LS T UU AACTC&8AA 



29 



to 




ZD UOt It 



(i) gaq mm«gw mttCB8yt 

(A) LgHGBs 30 BAinpuro 

(B) JUBTs. fticlaotld 

(C) srraBOFOBXi Blnzolstrang 
(D> TOFOLOazX* linear 

(11) AST DBS MOUaBUt Soastige Stxoleinsaure 

(A) 8S8GBHEZBUSB* /dMO - ■ DHA-Ollgomxclaot lde » 

(IT) AKTIS8K8S5 JA 

<vl) UHSVHBBRSCXCHB HBHBOTFT* 

(3d) SBQQBBXBBSCHBSZBQSas 6EQ ZD KOs 78 



(2) AHOABBH ZO SBQ ZD TO* Bl 
(1) SEQPEnxnUIEZCHBfft 



45 




(D) TOPOLOOZE* Ha— r 

(U) AST DBS MWEKQUs Sonatina Saolainaaara 
^ (A) BESCBBBZBUTO* /dMO - "DIDl-Ollgomielaofclde" 

(111) HTPOTHSTXSCHs HBZK 

(IT) AXTZSSSSXs JA 
w (rl) nRSVBflVOLZCBB HKIUUWX t 

(A) ORGAHZSKDS2 Legionella anlaa 

(xl) SgQ DEHgBKSCHRgZBOH Ot SBQ ZD SO* 8* 

60 

AXGCGAA2A0 AACASGSAOO TTCCCC 



AiOSTG&AAjCB 



acxgtgacxc 



30 



65 
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(2) ANQABEJt ZU SEQ ZD SO 5 94 

(A) L&SGKi 34 Ba mp aagi 

(B) ARTi gucleotld 

(C) STRAH&VQRH* Eliralstran? 

(D) TOPOLOGIEi Hour 

(li) ART DBS KOLSrOUt floaatige BooLainfl&ura 

(X) BBSGHBSZBDTOl /dMC - -DNA-Ollgomci«otida* 

(iU) ftTPOTHETISCHa KEIH 

(iv> ABTISXffSEt JA 

(vt) UHSFRfimUCBB BBBSSSFTl 

(A) OBOMUSHOat Legionella micdadai 

(xl) SSQOBHBBEaSCHHSZSUHCt SEQ ID TO I 9t 

ASGTAAAXTG CTCAGACAAA TGAATACAGA OTTT 
(2) ANGABOT 80 SEQ ZD TO 8 lOl 

(l) saQ U B gim nCTSzeaggg 

(A) lSwzes 31 Buoapura 

(8) ABTt HUfllaotid 

(C) STKUOFOSKt Xinsalstraag 

(D) TOFOLOCIE* linear 

(U) ART DBS tfnrac&LSi sonatige waolata«tara 

(X) BSSCSXEZSONGs /due « "DHA-Oligotmcicotlda - 

(Ul) HTPOTHBTXSCHt NSIV 

(iT) ASTZSKB&Si JA 

(▼1) ORflgBflHOLZCHB HERKOTFTf 

(A) OH O a gZ SMOSi Legionella brunmill 

(xl) CTflQgWPBB CO Hag 1 BUTO t ■ 88Q ZD KOi 10s 

CCTOTTTTTA CAQACCACTT AACAATCCTC T 

(2) ANOABZK %U SBQ ZD TOt Ul 
(1) SBQUSHZKEHSnZCSEVi 

(A) iJbmBt 29 Busnpurt 

(B) ABTt Hlioleotid 

(C) STRATOTORMi Biaealetran? 

(D) TOPOLOGIES linear 
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(11) abt ess Maundfll Sa SoMtlga Mnolslnstos 

(A) BBSCHBBXBOB&s /deaa ■ "DHA-Ollgonuclaotldtt" 
(HI) HZFOSHBTZSCSi MOT 
(!▼) AOTXSERSBl A 

(A) GBGAVISHDSl Legionolla chtttii 
(xl) SB flPWSHBS C HHE I BPHP i SEQ ID VOt Us 

A&XGGAAAXA CAACAAATTT A0GISGGGC 

(2) ANCABES SU SSQ ID HOi 12 1 

(I) SEQUEHZXEBBSKXCHEKl 

(A) LXBWEt 27 Buupun 
(8) ARTS ttxdftotld 

(C) STBASCFORHt Sinsalstrang 

(D) TOTGLOME* llimar 

(II) ART DBS mLXXBLSt Sonmtig* mieUiwMnn 




ft /due e n>BAr-OUgaaael80tldA- 



LoglonallA clnoi nimtoniii 
BBXHOHQt SEQ ZD HOl 12s 



CTCTCTTTRT 




(2) 



ASGABBflT su sag ZD BOS 13* 



(A) LXaoni 26 Bampiini 
(8) ABZl HOOlttOtld 

(C) STRAOTFCJH1C: gl niali triag 

(D) TOFQLOCXZt Unmmx 



(11) ART MDLXKBLBs Sonatlgo 



(It) AOTISEKSEt JA 

(ri) ORSVR086LZCBB HBRSDflRS 




(A) eatcawiSKOSi LeglorrlU dumoffU 
(xi) sBgcngggpgCHaBiBOM Oi seq zd hds ui 
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&XCAATACCT QOCWMQM ACCTGC 
(2) AHGABSH SU 52Q XS KOft 14 1 

(i) sBoasranuramxcBSffs 

(A) LXSGSt 24 Bii«9urt 

(B) AftSs WOfllAOtid 

(C) STHMTCTORKx linxelrtrug 

(D) TOPOLoaxxs linaar 

(ii> MS DBS MOLBXBLSi sanstige KUclftiasJfcm 

(A) BBSCHHBIBUHGi /due ■ "Dja-Oligoniicl«otid«" 

(It) ABTZ5SHS83 JX 

(vi) (KSFR0HGLZCHS HBRSOTFTl 

(A) GRGABXSHUSs Legionella •rythra 
(xi) SSQOZHZBBSGHREXBU&Bi SEQ ZD HOI 14 1 

AAOCCGGGZA AQACCCCAAA AAOC 
(2) ASGABE* TO SSQ ZD NO I 15* 

(i) ggQQPuna CT m c Hgir i 

(A) XAflOffS 27 BAMnpMM 

(B) ARIl BUcleotid 

(C) BTBRBGWGBUAt Binsalotrang 
<D) TOFaLOGXS: li ner 

(11) ART DSS MOLSXfiLSi 8an*tig» KuCleineSnrQ 

(A) BXSCHRBIBUBOf /deua « -DltA-OligottMleofcJjda - 
(1U) SZPOXBBSZSCBt KSZff 
(!▼) UOXSUl OA 

(vi) tosfhBbglxche bbbsohri 

(A) ORqAHTSKXai Legionella feeleii 
(xi) SJgQUMlBlSCHHgXUURUi SBQ ZD SOl ISt 

GCAAAAATGA A A ft ACMUg O CCTTTCT 

(2) AN0&BB* OT SSQ ZD SOt 16 1 

(i) sB qaggpappmexcHa ri 

(A) xABSBs 27 Bawnpw a 

(B) ASSs Sudeotid 
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(C) smamamt zLnxalMtxmng 

(D) TOPOLOQXXs linaar 

(Li) ART DXS M0EUDSBL88 B aamtl qm 

(ill) HXPOXHBTXSCHt WSXB 
(It) ABXZ8ZX88S JX 

(vt) tmsnfiBoucsE hbrxdhtti 

(A) QRcawiSHPSi Lagionalla 
(xi) BagoEroaa ac HRi i huwi ssq zd sot is* 




27 



(2) AKGAHBI TO £SQ XD BOl 17 1 

(I) SEQP&ffZXESBXSXCHEHi 

(A) I&TCEl 27 
(B) 
(C) 

<D) TOTOCOOTi 

(II) an an HausxBZJSt fionstlga Vuslaiulun 

(HI) HXPOXBBTXSCBt KSZV 
(iv) 

(A) ORCHUnSHOSi Legionella jordania 
(jtt) ft^ifK H flft l gft^™''" 111 "* SBQ ZD KOft 17l 



27 



(2) ABCABSZf BU SXQ ZD KOi 18 1 

(i) BBQpCTinBnnpcanri 

(A) XAttSSl 39 
(B) 

(C) 

(») 

(U) ART B8S iBXLBKflLSl 

(A) RBSCHRKXBUBBs /due « -OTA-Oligonuclootldo" 
(Hi) HCTOTHHTXBCHt 
(!▼) ASTXSESSSt JA 
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<vi> UBSFBfiflGLXCm HKBKOTFTl 

(A) ORMHISMJSt Wgion«llm longbosehaa 
(xl) g SQBBBSB BS CBBBIBUHO t SSQ ZD SOI 108 



TGCTTQAIAT AACATATAAT ACCICXXTAT TTACCTC A S 

(2) AZJGABSK TO «W IB HOI 191 

(I) SBQDSSXSSSSZKZGBSSi 

(A) lSSCCs 32 

(B) ASTs suelsotld 
(C) 
(D) 

(II) ART DBS MQLKSSLSi Sanstiga SuclftinaSars 

(A) BBSCHBBZBaSO* /dase » -OTA-OligonueleotldA" 

(ill) hctotoetzsch* sszs 

(iv) ABTXSBBSEt JA 

(vd) ursprQbglichs SSRKDKFTl 

(A) OBOmSMOSz Legionella aacsacharal i 
(xl) SSQOSSZBSSCaRBISnmi SSQ ZD SOs 19s 

GGCAAXACTT TAAXXAUflO GftXTSAXGCC TA 



(2) ASGASStf S0 SSQ ZD SO« 20* 
(£) SBQOB B S BBBB B BXCHSBi 

(A) ZJftBKt 23 

(B) ASTs SUcleotid 

(C) SXRUKSFOBH* Binzelatrang 

(D) TOMELOOZSI UflMT 

<U) ART DBS KOESStteSi Scmstige BuelslaaSitra 

(A) B8SGBSBZBDS6I /dam * "DHA-Oligonucleotide" 
(111) HCTOTHBTZS Cgi SSZS 
(iv) ABTZSBSSSt JA 

(rl) drsprObotjchb herkohpt* 

(A) OOflMHSKUS* Legionella aomka 
(xl) SBQOBM BB BBC BBBZB g BB l SSQ ZD SOl 20 » 

AOOCCTTOGG pTTQTTOATT OAA 
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(2) ABO&BBff SU SSQ ZD 80s 21 1 
(i) 88 00888888 888X08881 



10 



15 



20 



25 



30 




It Sonafclge BtoolalnaMura 
(A) BZSGHBEZBUBQi /daae - 
(ill) HYPOTHETZSCHt 88X8 
(It) HTXSS8S8S A 
(vi) P888HB8BL3KSBB HSBKDKTTs 

(A) <waHXSK08i Laglonalla aainthalaaals 
(xl) SBglBBBBBa C BBEZBPaO l 10 80s 21s 

OTOCIQMTA TMfiETAT AA TQTTR CTC T C T TTACTTA CC 40 



(2) ABGUSff SO SSQ ZD 80s 22: 

(I) SEgOKHSXKBBSEXCKEBt 

(A) ZdBBBs 25 
(8) MHPi Kualeotid 
(C) 
C») 

(II) ART 088 HOLEKOu* Soaatlga 8tJ c latn a Mu r a 

(ill) HT90XHSTZ8CHS 

(Tl) HR888fl86LXCS8 BEKXUHFTs 

(A) OROAHISTOSf Lagloaalla aplritanala 
(xl) 8800888888088818088 1 SSQ ZO 80s 22s 

AAQUUGMBC ASCOT 25 



(2) ABGABSB SO SSQ ZD BOS 23s 
(1) 88 00888888888X0888 s 

(A) XJtoGDBi 28 Baaaapaara 
(8) ARXs Buelsotld 
(O) BzmunfOBHs Binaalatrang 
(D) TOPOLOCXSc llnaar 



24 
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20 
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TTGTMTaAT TGCCTCaTTC T C gP IMCftT A 31 




(2) ASOBBBBT TO SSQ ZD HQs 26ft 
<D 

(A) 
(B) 

<C> 

(D) TOPOLOGXSi Uamr 
(11) ART Dgg KnUEBCflLSi 
(HI) SCTOTHBTTSCgl 
(▼1) UBSPRteSLZCBB HKKBMP Tl 

<A) CPfflyrreKgat LogianaiiB 

(B) BXftMKs ghllartrtphla-1 

(C) INDIVIOTOK /ISOTATI Olphlla 
(3d) HMqUW I t T l i nHWT!fH lg r, inwg » SEQ ZD HO* 26« 



fi C CT f U HTT ' V A9&XGA0TTT TGOCUQAAO CCCGTTBMS XCTACGACCT TGAXAOGGAA 60 

GGTGXGQMB OBOMHBMME CMBMflCM AIJTTU'JBUTTR ATTQOCXGAT l^aremr.i.'C &CC 120 

AXRXAAXCXO A0TA&CTTC& GMXRXG&TA TTCATTTCTA T&GCTGAX&X GT&TO0TQT& 180 

AACTCTGACT CXTTAOC&&A CCX0ZGCCXT ftftTHAMCMk TCAMOCCTC A0GTAUCCA 240 

CTTTTCCTQO CQACXAXMC GB3CTSCG&AO CACCTOAXAC G&TCXCOAAG TCAG&AGTGA 300 

&TCAS TTCCTC 336 




(B) 

(C) strmpwobx* BUmlBtraag 
(O) 

(U) AHT DES MfffJCrtMl 
(ill) HTFOTHETISCH: 
(V±) OR 

(A) QRBMTBXDBt Logionnlla 

(B) BTBHBCs Kawnrlll«-1 

(C) ZBDZVZmnXX/ZSOLATs 021 
(XL) aBQqPlBBSCaBgZBlJgOl 8BQ ZD BOx 27 1 

OCCSCOCTCA AO&TGHffH? 2COGUGMG CCCCMOMO ACXACOACBT TGAXACCCaA 60 



65 



26 



DE 195 15 891 Al 

GGTGTGGAAG CGGAGTAAXG C0TCAA6CXA AGTTGTACTA MTCCCTGAX TGTCXXGACC 120 

ATAXAAICTG AGTG&CTTCA GAATGTGATA TTGATTTGTA XACGTGAAAC GX&XCBXGIA 180 

AAcrcrcAcr cttxaccaaa ccwicgcxt aatasaccaa tcaaaocctc aggtaaacca 240 

OTXTXCCTCG CGACEAXAGC GATTTGGAAC GACCZGAXAG CAICXCGAAC TCAGAAGTGA 300 

AACXTTTCCO CGGCAAXGAX ACTQTGAG3C TTCCTC 336 



10 



(2) AHOABSH SO SZQ ZD SOS 28s 

(A) Lbai 336 BaMapaan I5 

(8) AST? Hfcelootld 

(O STHASorcRHf Elnnlttraag 

(D) TOPOLOGI1: UflMt 20 
(11) AST DBS molskSlsi 

(Vl) TOSPRflTOLICHB HSHXOTFTt 25 

(A) 0RGA&X8H0SS Legionella pneumophila 

(B) STAKX; B«atdQCB 03QS 

(C) IHDZVZDUUM/XSOLAI » 04beni 30 
(Xl) S B O mUSSGOBM 1 BUa Ol SZQ ZD HQs 28s 

CC CT CCCr CA A0AXGA0K? TCCCATCAAG CCCORQ&A0 ACXACOACGT TGAX&5GGAA 60 ^ 

GGTGTGOAA0 CGCfiOTAATG COTOMfiCZA ACTTGTACTA AXTGGCTGAX TGTCTTCAGC 120 

AXATAATCTO AGTGACXTCA CAATCTOAXA TTGATTTUTA tAOOTOAAAO GTATCGTCTA 180 

AACTCTGACT CTTTACCAAA CCTCTCOCTT AAXAASCGAA TCAAACCCXC ACCTAAKCCA 240 ^ 

OTTTTOCTCO CGACTAXAGC GAXTTCGAAC CACCTCATAC CAXCTCGAAC TCAGAA0TGA 300 

AACATTTCCO CCCGAAMAT AOTOTGAGGC TTCCTC 336 

45 

(2) AHGAHEH SO 8SQ ZD SOs 29s 

(I) aaq uKw mwm czcHgn . 

(A) XJtHSSt 336 Bimpitti 50 
(B> ART I Xtaoleotld 

(D) TOFOLOGZB* linear 55 

(II) ABT DB8 HOLEKflLfli Oenom-OHA 
(HI) ETPOTESTXSCBt WTIH 

(vl) UB8VB8N5LZCBS HBBWOTT* 60 

(A) oawATffTflHnBi Legionella 

(B) STAMMt mom 5811 

(C) ZRDXVZDUDX/X5GLAT: OSfran 
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(xi) mBnaran c nKmnw i sbq is not 29» 

■ 

«^rrrr^7TTii mmbgmct wgrMCAJMs ccccTXQAAO AggAcgftocr TQAgAoecAA 60 

C CTQTCC AA O CCCAGTAAIG eCTGAACCTA ACTTCTACTA ATTGCCTGAT TQTCT Tga CC 120 

ATAXAATCTG AGXRACXTGA GAASQTBA2& TTGAXTTGTA TACCTCASIAC GXA3CGBBXA 180 

ftar.TCTcavCT cxtxaccaah cc T CTCCC TT aaxajcaocaa TYAAAGCCTC AfiGXAAACCA 240 

GTTTTCCTCa CGACTAIAGC CAITTTOfl X C C ACCTCATA C GA2CTCGSAAC TCACAACTCA 300 

336 



(2) AKBASEH SO flZQ ZD BOi 30s 
(1) SBQDB BBBBBBBBXC HBB l 
(X) L&BGSt 336 
(B) ARTt Naolaotid 
(C) 
W 

(▼1) 

(&) ohcamishus. 

(B) GTAfQCi OTiTTA 

(O xnDxvmuax/zsoLAXi oeaid* 
(xi) sgQagwimacKKgxausst sbq zd mi 30i 




60 

ARGGCXQAX TCTCXTBACC 120 



CAXTATOAXA TTGAKTGXA TACOTOAAAO GXAXCSTGTA 180 
AACTCTOACT CTTTACCAAA CCTCTCOCTT AAflRTBflCAA TCAAACCCTC AfiGTAATCGA 240 



45 

OBHHCBBB B COACXA3MC GAXTTTOAAC CAOCTCATAC CATCTCOAAC TCAOAAOm. 300 
AACATTTCCQ CGCCAATGAX JWTCTOACCC TTCCtC 336 

50 

(2) ARGAB2B SO SBQ ZD BOs 31* 
<i) SB UUniM MB SBZCHBBt 
(A) ZJtBQBt 335 

55 

(B) 
(C) 
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(▼1) UBSnfiBSUCSB HBKKDOTTi 

(A) otgahismosi ugionelL 

(B) STAHKl Oxford 40321 5 

(c> xroxvxsoax/zsoukff* 07oxfo 

(3d) , gggggSrag fl tgBSIBCro i flXQ ZD HOi 31ft 

10 

GCCTCCCTCA AGATGAOrcT TCCCAXGANN BHOBXXQUa ACTAGGACGT TGAXAGGCAA 60 

GaiGTGGAAfl COCASg&AHO CCTBAAGCSA AGTTGTAC2A AXTGGCTGAT TOTCTTGACC 120 

AXATAAXCTG WQaCHa GAASQTQATX TTUAXTTOXA TACGTGAAAC GTATOGTGTA 180 15 

AACTCTGACt CTTEMXM* CSTCTCGCTT AAXAAXGCAA TCAAGCCTCA GGXAAACGA& 240 

TTTTCCTOOC CACTAXAGCO AXRGGAACC ACCTGATACC AXCXCGAAC7 CACAAGTCAA 300 

AGAXXTCOBC GCCAATSAXA GTOTGAGGCX TCCTC 335 29 



so 
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(2) angahbs 20 seq id hoi 32s 

(I) s ggnegxna nmgcHgga 

(A) LBSCES 336 

(B) ART* Kuclcotld 

(C) STRAHCTORJ 

(D) TOPOLOGIES liOMT 

(II) AHT DS8 MOLSX&LSft CaflOtt-DHA 

(vl) UBSPKflHOT.TCHTg BSRKOSQfTs 
(A) QHOAHISKDfli 

(H) STllfflt camp«rdo*n-I 40 
(C) 1M1)1 V1DUUM /ISQLAT I OSCa&p 
(Xl) S EaOgMgBg S CHgglBCW Ia SSQ XD HOl 32* 

45 

OO CT CC CTCA AflAXBAQKT TCCGAXGAAO CCCOTTGAAO ACTAGQACCT TOATAGGGAA €0 
CCTCTCCAAO OCCAOTAATG C C T CA AOCTA ACTTQTACXA AXTBGCTGAX TGZCTTQACC 120 
ATATAATCTO ACTCACKCA OATXASOAXA rXOATTTGTA TAOCTOAAAC OTATCU'XCTA 180 50 
AACTCTOACT CTTTACCAAA CCTCTOOCXT AACATABCTA TCAAACCCTC ACCTAATCCA 240 
CTCTTCCTOQ CCACTATAOC GAZTSGGAAfl CACCTCATAC CATCTCGAAC TCAGAACTGA 300 
AACATTTCCQ CCCCAATGAT AOTOMAflCC TTOCTC 336 « 

(2) AHOAB3W SU SSQ ZD HO J 33l 



(A) LfiHOXt 336 

(B) ART i Htoolootld 
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(C) STBAHGFOBKi T^nwlrtrin g 

(O) TOPOLOGIES lima* 
(U) ARC DBS KOLBSOLBu Geaon-DHA 
(ill) HnOTHSXZSCEl KEZV 

(▼i) utsrafisGLxcHB BBanmm 

<A> O B O MXBHPB i Legion*!!* pramophila 

(B) STAlOCf Togu»-l 

(C) UU1VJLUUUJC/Z80CAX8 09tog 

(*1> aaaUIWKH K WJHKgJLWJBm 6BQ ZD KOI 33 S 

OCCTCCCXCA MSO0RX TCCGATCAAG CCCGTTGAAG ACXACGACGX TGASACGCA* 
CCTCTCGAAG OCGA&ZAATO CQTGAAGCTA ACROZACXA ATTCCCTCAX TQTCTTCA CC 
AraSAASOTO AGTGACXXGA AAXG&GAXA XTOATTTCTA XAGCTGAIAA CTATCG5CTA 
AACTCXGACT CTTZAOCAAA OSl C I OUu ra AAXAAAGGAA ZHAAAGCCXC AGOZAAXOCA 
GRRCCXG6 CGACTATACO GAWTGGAAC GACCTGAXAC GAXCTCGAAC TCAGAACTGA 
AACAWTOOB GOCCAASOAT AfiTOXOAOGC TXO BS G 

(2) ASGABEff XU SEQ ZD TO: 34s 

(A) lBABa 336 Buenpurt 

(B) AHXs fltalMtid 

(C) STBAaoranxs slazaiatraa? 

(D) TOTOLOGIBi linear 

(U) art ova muacBLSi nunm dha 

(ill) HYPOTHXTXSCSs HSZV 

(A) OKGABZSHDSs T,*g1pini1 1« r w,MWt T l,< ^ 

(B) mm* BXoondngton-2 

(C) ZOTZVZDDHH/ZSOLATf lOBlooa 
(Xi) BBgUSSVXBSSCBftSZBnnPBt SBQ ZD HQs 34« 

oocrceercA agatcacttt tcccrtoaot Hcogwcrag Amccaccx xgaxagggaa 

GCTCTOGA3U5 OGCEAOXAAXG CGflBAAOCSA ACTTOTACTA AXTOCCTOA* TCTCTTOACC 
AXAZAATCTff AOIGACTTGA QAATOTOATA TTCATTTOTA XAO8X0AAAC OTATCGTGT2L 
AACXCTGACS CTTSACCAAA CCTCTCCCTT AAXAXA0CAA TCAAAflCCTC ACOTAAACCA 
CXTTTCCTCC OGACXA3AQC GAXTTBGAAC GACCTGAXAC GATCTCGAAC TCAGAAGTGA 
AAG&TTTCCG CBCCAAXGAT AGXGXGAfiGC TTCCTC 
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(2) akqasbb so ssq io mt 35s 

(A) llBBi 336 

(B) ARTs SUOlAOtid 

(C) STHAKOTOHKi 

(D) TQPQLOaiSs Unaar I0 
(ii) ART DBS KXLSXBLS* CSHO»-DSA 

(ill) HXPOTHBTXfiCa* WOT 

{▼1) UHSFHSHSLICHX HSBXXTNTTt 15 

(A) OTOAlflffHTOt Logiomlla pneum o phil a 

(B) STAHXi Los Ang»la»-1 

(C) ZKDZVZDOTH/ZSCLATs llsg41a 20 
(atl) SSOOnBBBSCBRSXSDms SBQ ZD NDt 35 1 

GCCTCCCTCA AGATC&GTTT TCCGASGHNX HHCGTTGAAO ACTACGACCT TGAZAGGCAA 60 j5 

GGTGTGGAA0 CGCAGTAATG COTQAAGCTA ACTTOTACTA ATTGGCTGAT TGTCTTGACC 120 

AXAXAATCSG ACTCACXTCA GAATOMTAA TTCAATTGAA TAOCTACAAC CCATCCTCTA 180 

RACTCCOACT CTTTACCAAA CCTCTCCCTT AATAOTBTAA TCAAACCCTC ACOTAAACCA 240 M 

GTTTTCCTGO CCACXATBflQ C Al ' T T CQ AAC GACCTGATAO CATCTCGAAC TCACAACTGA 300 

AACATTTCCO OGCCAATOAT AfiSMOWGC TTCCTC 336 

(2) AMQAB8M IU 8BQ ZD KOi 36 1 

(i) uEQJBOBBamxcnmt 

(A) zJtaOEf 336 Burapaaca 40 

(B) ASTi tfuolaotid 
(O) STRAHCTOEJ 
(O) TOPOLOOXBx linear 

(11) ART DBS MCJUBKBLSi 
(Hi) BXFOXBBTZSCBl KXZK 

(▼i) OBgHflMBUC BB HRHRDOTT* . 50 

(A) GROABZSXDSx Legionella pneua o phl la 

(B) STAHKi Portland 

<C) ZBDZVZDOTM/ZSCLAX* 12sg4po 55 
(xi) BBOOBRSBBSCBRBZBQBei SEQ ZD TOt 36* 



GCCTCCCTCA AOATQAOTTT TCCCAXGAAO CCCOWOAAa ACTACOACCT TOATACOCAA 
G6TGTGQAAO OGCB0ZAATO CGTBAAGCTA ACXTGTACTA ATTOOCTOAT XOICRGACC 
AXBTAAJCCTO AOtAACITCA GAATRTOASA TTOATTXGXA TACCXGAXAit OTATCGTCTA 
AACXCTCACT CTTTACCAAA CCTOWOCTT AATAAA0CAA TCAAAGCCTC ACOTAAACCA 240 ^ 



60 60 
120 

180 
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10 



15 



30 



35 



40 



45 



50 



GXTStCCXOO CGACXAXASC GAZIXCGUC CACCTGATAC CAXCTOOAAC TCAOAACTOA 300 

TTCCTC 336 



<2) Amamnr am «bq id sot 37* 
(i) gagOHHnaomBicapn 

(A) LSant 336 

(B) ARXt Kttolflotid 
(C) 
<»l 

(11) MX SBS HtttEKDLSt 
(Tl) OBSPBflSQLZCHB HKRKJHFTs 

(A) aaoAKZSKUSft Lagionslla 

(B) 8TA20U DalUfl-lB 

<c) znDzvzmnzM/isouzt issgsda 

(xl) BagOSKIBBSCBREZBQHOs SBQ ZD HO I 37s 

CCCGTTQAJUZ ACTACGACGT TOAIAGGCaA 60 

ACTTGUCXA AXTGGCTCSAX tgtctxgacc 120 

AXATAATCTG AGTGACTTGA GAATCTATAA TTGAAX1UAA TACGTACAAC GCAXOGTCTA 180 

AACTCCQACT CTTTACCAAA CCTOTCGCXT AAT3WSTCTAA TCAAAGCCXC AGGT&&ACGA 240 

OT TTT CC T GC CGACXUMC GASTXQQUC CAOCT GA IAC CAXCTCGAAC TCASAAGTCA 300 

AACATTTCCG OSCGAKTBAC AOTOTCAGOC TTCCTC 336 

(2) AHCAHKH %U SBQ ZD KOt 38 1 

(I) flKQOBIBO g WimCB P I * 

(A) xJtVOffs 336 Ba 
(B> ARTS Btelaotid 
(C» 

(D) TOMLOGZXt Uttur 

(II) A» DES wuodBus 
(Ul) 

(B) 
(c) 

(xl) CTQ0SOTBB8CamBOI» t SSQ ZD KOt 38i 

ACTA CQA CGT T6AXAGGCAA 60 
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QGTQTGGAAa CGCAGTAATa CGTOAAOCTA ACTTGTACTA ATTCGCTOAT TOTCTTGACC 120 

agaaauttcro agtoacttca gaatgtoata ttgatttgta taogtcaaac otatcotcxa xbo 

AACTCTCACT CTTTACCAAA CGTGTQGCTT AAXACAGCAA TCAAACCCTC AflOTAAACCA 240 

CTTTTCCTCO CCACXATACC CATTTCCAAC CACCTGAXAC CATCXCGAAC TC AfiAA CTGA 300 

AACATTTCCO COCCAAICAX AflTCWASGC TTCCTC 336 



10 



(2) ANGABSH tXJ SEQ ID TO: 39: 
<1) 88QQg»PgaCgXC Hg g l 

(A) LfoGKt 336 Baeenpmare 15 

(B) ASZs Huclcotid 

(C) MBAKCfTORMf EinselstrMng 

(D) TGPOLOGXZt Hwir 20 

(ii) An oss molssSlbz eonoo-om 

(▼1) URSPKBnOLICHK HEHKUOTTt 25 
(A) CMimWIi Legionella pneaaopfail* 
<B) STAHXs Chicage-2 

(C) XHSXVZDUOU/ZSQLAZs 15*g6ch 30 
(Id) BBQOXBSBSSCHBffXBUBBf SBQ IS SO* 39i 

C C C TC CCTCA AGAMAflTTT TCCCATCAHH NHCGTTGAAO ACTAOSACCT TOATAflCCAA 60 35 

GGTCTGGAAG CGCAOTAATO COTOAAGCTA ACTTGTACZA ATT OC CTGAT TOTCCTBACC 120 

ATAXAATCTO ACTAACTTGA GAATATGATA TTGAITTST* TACCTGAXAK CTATCGTGTA 180 

AACTCXGACT CTTTACCAAA CCT G TGGCTT AATAAAOGAA TCAAACCCTC ACOTAAACCA 240 40 

CTTTTCCTCO CTACTATVSC C ATT T CC AAC CACCTGATAC CATCXCGAAC TCAOAACTCA 300 

AACATTTCCC CCCCAATCAT A0TGTGA0OC TTCCTC 336 

45 

(2) A19GABSH SO SEQ ZD KOt 40 1 

(i) sEQasmaama warn * 

(A) tJbfCXi 336 Bueapaere 50 
W 
(C) 
<»> 

(11) ART DBS UQLBXQLflS 
(HI) HypOTHKTlSCHl JRXH 
(vl) DRBPR0WQT<1CHK HEBKDHRt 

(A) OBGANIflHOS* Le g ionel l a p neu mop h i l a 

(B) STAKHi Chieago-8 

(C) ZBDZVZDUnii/ZSOLATt I6eg7 
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(xi) BK g pmBga c gacaaaB t sbq zd sot 40t 




15 



50 



55 



€0 
120 
180 
240 
300 
336 



(2) ABGABS* TU SBQ ZD BO I 41 S 

<i) ga g wegnganoacicgpi t 

(A) lArCKi 336 Ba 

(B) Aftxt Hucleotid 
(C) 
<*> 

(11) AHX DBS KBLKKBLSt 

(8) 8XU0U 
(G) XnxVXDOOflf/XSaUSs 17sg8 
(3tl) SBQOnZBBSCHBBZBOSOi S8Q ZD TO* 41 1 





60 
120 
180 
240 
300 

CTU U T U 335 



(2) ANGUS* 80 SBQ ZD VOt 42 1 

(X) LXS6ES 336 
(B) ARTS Mucleotld 
(C) 
10) 

(U) AST DBS HOLEXttLSs 
(111) HZPOIHBTXSCS* 
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<vi) 

<*) omuxsnrat 

(B) saauoci nr-23-ci-ca 

(C) ZBDZVZDXnnC/ZSOUZf 18«g9 

(xL) SEQDBVZB8SCaH£ZBU&Ct SSQ ZD HO: 42s 

GCCTCCCTCA AGAIG2U5TTT TCCCMGMPf BCCGTTGAA6 ACTACGACOlg TGAI2U5GCAA 
GGTOTGGAA0 CQOCTAATO CGTCAACCTA ACTTGTACXA ATTGGCTGAT TCTCTT CACC 
ATATAATCTO A6TGACTTCA CATTAMATA TTGATTTGTA TACQTGAAAC CTATCGTGTA 
AACTCI CA CT CTT TA CCAAA CCTCTCCCTT AACATA0GAA 
CTTWCCTGC CCACTAXAGC 

AACATTTCCQ CGCGAATOAT AGTCTOACGC TTCCTC 



10 

60 
120 

"0 15 
240 

300 

336 20 



(2) ANOASSV XII SSQ ZD KOl 43 1 
(i) fi&a0E*SK5aTCSXCSEffc 

(A) LlScaSi 336 Buonpura 

(B) AXTt Huclactid 

(C) STRAHMORXt ElHB«l»trang 

(D) TOPOLOOIEc linur 
(11) ART DBS HOLEKSUl 
(ill) HXFOIHETXflCHl HKZK 
(▼1) OTSFHBBCWCHK HSOTOTTi 

{B> 8TAKX: 
<C) ZKDZYZDUOK/ZSOLAX* 19«gl0 
(xl) 8BQ0SBCTB 6 CHH3BZB0BP 1 8BQ ZD SOl 43 1 

GCCTCCCTCA ACA2COAGTTT TCCCATOHHH HHOCTTOAAO ACXAOOAOOT TQAXACGGAA 
MTGTCOAAO CCCAflTMTQ CGTGAMCTA ACTTGTACTA ATTOOCTGAT TOTCTTCACC 
ATATAATCTO AGTC2ACXTCA GAATOTCAIA I'TttAVXTUTA TAOCTGAAAC CTATCGTGTA 
AACTCTGACT CTTTACCAAA CC TCT CC CTT AAXAXA0CAA TCAAACCCTC AGOZAAACCA 
CTT T TCCTCO CBACTATAOC OATTTCOAAC CACCTOATAC CATCTCCAAC TCAGAAGTGA 
AACATTTCOO CGCCAATGAT AGTGTGAGGC TTCCTC 



30 



45 

60 
120 

180 50 

240 

300 

336 as 



(2) ANOABEH XU SSQ ZD BO« 44 1 
(1) aBQPBBBBBBBBBXCHBBl 
<A) t&SGXt 336 
(B) ARTi ffuclootid 



60 



65 
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(C) STK2URZTORH* Einsolstrug 

(D) TOPOLOGXZt linoar 
(11) US DZS WLKXOLSt tam-DHA 
(ill) HTPOXBZTX8GRS BQBXH 

(Ti) msnBuBLxam Bssmmt 

(A) QM&BZSXDBf Logiamll* pxwoaophila 

(B) STAXKt 797-PA-H 

(C) UIDlVIOUUK/ZSGUTi 20agii 
(xi) agQggiitHMCHKfl i auHut ssq ZD 001 44t 

GCCTCCCTCA M B ttaM m C O UB TT OM O ACTACCACCT TGATIkOSCJUk 60 

cctgtgcmo csQcaoxauoo cotsa&bcia AcnenczA A TTcecm r WTenracc 120 

ATASAATCTO AGTGACXTCA GAATOTQASA TTUA1TIUTA TACGTGAAAC CT AI C CTIi TA 180 

aacxctcact ctttaccaaa ccrercccrr aaxa&sccaa tcaaagcctc aggtaamcca 240 

OTTTTCCTOO CGHCXAXAGC QAXTTGGAAC CACCTOATAC GATCTCGAAG TOOAAGTGA 300 
AACAITTCCG CCOC&ATOT AOTGTGAjSGC TTCCXO 336 



10 



45 



60 



65 



(2) Amzassv so seq zd not 45 i 

(A) LfiSCTt 336 

(B) arti taelaotld 

(D> TaPOMOXBi 
(11) ART BBS 1IDL2K3L&* 
(ill) HXFOTHETISCB* BBXB 
(Ti) UHSTRQbOXJCCHS BKBKDBT Tl 

(A) ORGABISXUS: Lagionel 

(B) SXAKHt S70-OO-H 

(O) XBDivjimuH/xsauTs 21*?12 

(jdL) SEQOBUBSSGBBBZBOSQf 5« ZD HO I 45 1 




GCCTCCCTCA AGATGACTTT TCCCAIQBBB BBOORBGAAfi ACTAOCACCT TGAX&GGCAA 60 
GGTGTGGAAG CGGAGTAATQ OGTCAA0CTA AGTTGTACTA ATTOGCTGAT TGTCTTUAOC 120 
ATATAATCTG AGZAACTTGA GAAXRTGA3A TTGATTTGTA TAGCTGATAK GTATCGTGTA 180 

aactchzac? cttzaccaaa c ct c tccctt aataaaccaa TCAAAGCCTC AGOTAAAGCA 240 

OTTTTCCTOO OGACTATAOC GARTQGAAC CACCTBATAC GATCTCGAAC TG&CAACTGA 300 

336 



(2) ABQAHZff TO SBQ ZD TOt 46 B 
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(i) SSfl Qgg gKaOCTg l CHgai t 

(A) L&nSSfi 336 Baaanpaara 

(C) STBATOFOStti Einxalatrang 

(D) TOPGELOCZZi linaar 

(11) AST DBS HQLEKULSx GenomrDHA 
(HI) HXPOTHBTISCHl HKXJT 
(▼i) ORS PRORO LICHB HERKCOTTs 

(A) ORGAHZSKTOt Z*gionalla pneumophila 

(B) STAMH: 82-A-3105 

(C) XBDZVXOUra/XSOLaZs 22agl3 

(xl) SBQQEHEBBSGBB BIBC OT I SSQ ZD KOi 46s 



gcctcccxca matoacttt tcccatgaag cccgttgaag actacgacgt toaiacgcaa «o 

GGTGTGGAAC CGCAGTAATQ CGTCAACCTA ACTTGTACTA ATTCGCTGAT TGTCTTGACC 120 25 

AXAXAAXCTG AGTGACTTCA GAATGTGAIA TTGATTTGTA TACCTGAAAC GTA3CGTOZ& 180 

AACTCTGACT CTTTADCAAA CCTGT CC CTT AAXAGAGGAA TCAAAGCCTC ACGTAAACCA 240 

G TCTTCC T CO CGACXATAGC GATTTCCAAC CACCTSAXAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 30 

AACATTTCCG OQCCAAICAT AOTGXGAGGC TT00XO 336 



(2) AKOABEB XU SSQ ID ROt 47* 

(A) zXmmt 336 

(B) ABTs Bueleotid 40 

(C) STRASGTCSQCf Blnxaletran* 

(D) T09GL0GZ8* llfiMT 

(11) ART DBS MOEBKflLSt OosxOtt-OBA 45 
(HI) RTPOXHBXZSCSt HEXN 
(vl) URSFB0H6&ZCH8 S8BXDB7T! 

(A) GROAUXSHIJS* lAgioruilla pamaophlla 50 

(B) STWIfi 11S9-KK-H 

(C) irorVID PUK/ISOLAT? 23«gl4 

(xl) SBflPBBSBM CHRBIB O TOl SSQ ZD BOt 47* 35 

GCCTCCCTCA AGATGAOTTT TCCCATGAAG CCCGTTGAA0 ACTACGACGT TGAZAGOCAA 60 

GOXGTGGAAO COCAGTAATG COTGAAGCTA ACTTGTACTA ATTGOCTGAT TGTCTTOACC 120 60 

AXAXAATCTO AGTGACTTCA 0AATGTGATA TTGAXTT0TA TAG0TAAAO GTA3PCG WTA 180 

AACTCTCACT CTTTACCAAA CC T CTGGC TT AAXATAGCAA TCAAACCCTC AGGTAAACCA 240 

GTTTTCCTCO CQACTATAGC GACTT GO AAC CACCTCATAC CATCTCGAAC TCAGAAGTGA 300 65 
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A&CATTTCCO flPCCMMMBg ACTCTC&CCC T TOO TC 



336 



10 



15 



20 



55 



(2) umsnr iu esq id vd» 48s 

(A) LSbGSi 374 

(B) ABXt 

(C> 
PI 

(11) ART DES MQUOCflLSs 
(HI) EXPOSBBTZSCHt 
(▼1) OT SPRflBCL ICafg HEREJOTT: 

(B) STAKHl KA-316-C2 
(O) ZHDZVZDUUH/Z8GUS* 24anl 
(Xl) SBQag»BgS CBHKXBOHO t SBQ ZD NO* 48 1 

GAASCCTOCC KUGUOUS TTTTCCOHO AMOOCCTTC AAOftCXAGGA CCTTGASAGO 60 

eM c c icaco aabg&cabta annaTBUO cz&bcxtgta cxaattggcx cattotcttc 120 

ACCAtMMX OSGH0XXACX TC&GATTOTQ AABBOBUttA GMC&SGtAG OTTCGCOCftA 180 

AMIQSOAAC TTCTTX&XTT ACCTAA3VCT 240 
CAAAACCABT TTTOCTOCOB ACCAZBCOGO 300 
O BAACCOOCO CCAAXQAXAS 360 

374 



(2) ASBABEH ID SEQ ZD HO 8 49s 

(1) SBQqsnacBBBnnszcHDfs 

(A) L&WBC* 350 

(B) AST* Nucl*ot±d 
(C) 




CCCTCOCTCA AflMQABCg TCCCAICAM CCCSTTG&AO ACPOBACCT WATACOOQA 60 
GGSOTQOMO CCCAggAAW TOXOAAOCXA ACTCGTACZA A TXUQC TO A T T GT CTTQ A CC 120 
AT&XAftCCXG AA3GACTTCQ GOTZA9CAZA OAA0A3XSAXA CASXAX6CCG TAASGCACK 180 
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GxWxaACCC TTTTTTACZT TACGAlBCCTO TTTTTACACiA GCACXZAAC& ATGCTCXTTA 

tca acagq ac aacagttttc csggcgacga tagcqgttto oaaccaccxg actccatctc 

GAACTCAC5TA GTG&AAGAGA CCACCCCCO& TGATAGICTO Afl CCg TCCTC 
(2) A2R2ABEB XTJ 8BQ ZD TO: SOt 

(i) sBQPEmsnjnsxcBSfft 

(A) Z&TCBt 317 Baaanpaara 

(B) ARTs Nuclaotid 

(C) STRABGFCRHx Blaxaiatrang 
(0) totclocxxi linaar 

(11) ART DS8 HOtssSUt «aaem-0HA 

(Ul) HTPOTHKTIfiCHi HEZV 
(vi) URSPKBkQ&ZCHB RBXtKDBTXS 

(B) STAMHi 72-OH-H 

(C) XBDZV2BUUM/Z8C3XATS 29cin 

(xl) SgqOBHIBBS C gglBnro i SSQ ID SO: 50s 

GCCTCCCTC& ACCTGAGTTT TCCCXTGAAC CCCGTTGAAG A CTACffA CST TCAXAGGGAA 
GGTCTGOAAO OCTASTAATG CCTGAACCTA ACTWTACTA ATTGCCTGAX TCXCTTOACC 
ATATAATCTC AGTIACTTCA GJVGTOAAACA OAATATAAOT GACACCKKA CTCTCCTTRT 
TTACCCOAA© TAACGOQCTC CAACCCOOOC TACTCAAAAC ACTTTTCCTO CCCACCATA0 
COGTTTGOAA CGACCXGAXT COVTCXCOAA CTCAOTAGTC AAACQAACXT GCGCGAAXG& 
TACXCpZSACO tttcctc 

{2} AHGABX2T ZD 8BQ ZD HOf 51s 

(I) SEQQ5KXJ3NHSBZCHSSU 

(A) XJ&SGBs 359 Baaaapaara 

(B) ABTt Nuclaotid 

(C) strakotorh* slasalatrang 

(D) TOPQLOGZEi linaar 

(II) ART DBS XOLBKtfcBl Canoo-OHA 
(All) HYPOXHBTZSCHs 8XZK 

(Tl) URSPHtiHOLICHE BBHKPOTT l 

(A) PRgAHZmPSt Legionella duznoff 11 

(B) STAMMt HY-23 

(C) IHDIVIDUUM/ISGLAXl 31DUKO 

(xl) 8BQD3BBBHBBCHBBXBDBP 1 SBQ ZD HOI 51 1 
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cccrcccxca hsuBaam tccgatgaag cc c c tt c cac actacoacgt tgatacccaa go 
ootctcgmo oocaotaato cctocaccta acttctacta attqgctgat tqtctxu&cc 120 
Azaxuxcro Acracrxca om&aa aiamoa oaaonouc acctcccccc iso 

AAATAAAIAC AAAAIAGTCT CTOCTCtTTA TTIACCTOBT OTTMTTOP CCTATAATAT 240 
GCCGAATZG& TGAXGTC&AA CCAflXTCTCC TGGCACGAX JU3000TTTBC AACGACCXB& 300 
AXCGATCXCO AACTCAGAAO TGAAACGAAC AIOCCCC&Ag GAIA0TGTGA CC CTtCCTC 359 

(2) ABOABSff ZU 8SQ ZD TO I 52* 

U> BMamtaBuaaxc BEMt 

(A) zJtSQBs 362 BUinputl 

(B) ART: Ifooleotid 

(C) STRAKGTORH: tinflftmig 

(ii) ART DBS KOLBKSUS CCllOO-DHA 
(Ti) QBSnflBBLZCBB HKEKPBFT i 

(B) stahxs asm 

(C) ZBDZVZDUDK/ZSQXArt JOota 

(xl) flBOOBaXBraCHBSIBO BOl SBQ ZD »t 52s 



40 



45 





3TCA AOATBAOTTT TCCCAZGAAG OCCCTXGAA0 ACTACOACQT TOA33USGGA& 


60 

120 


AXAXAA! 


rCTO AAXTACXTGA GAXXAACXGA AZOCAAAXAC AACAAATTXA GCTTCCOCCA 


180 






240 






300 


TBAOZO 




360 


TO 




362 



50 



55 





65 



(A) LSBRi 325 Birazpuro 
IB) 

(D) 

(11) ART DBS WXMdtt&t 
(HI) KZPCJXHBTXBGBs 
(Vi) ORSFSflBCLZCHX HBHUJHKl 

(A) orenifrmmst 
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(B) SXAKK* 8Z-32A-C8 

<c) irozvnmcK/isoLAZs zzbbx 

(Xl) S BQDBgggS e HRgXBDB gl 8SQ ZD HOi 83s 

occtccctca AfiAicacxxr TcccAKAAa cccsttsmo ausnccaocr nafaacccca 

GGTGTGGAA0 COXAGTAATG CGTQAAGCXA ACTCQTACIA ATTGGCXGRS TGTCTTGACT 
AIATAACCTC ATGCCCTTCA GGTTXXATGG ATAACATGAA TOTCACTCXA TTCT CTAO C g 
GCCTCGTGCC CAACCCQOOT AAOACCCOAA AAACGATCSAT GCT2AAAOC0 TTTTCCTOOC 
GACCaTMCX GCTTGGAACC ACCXGAAXCC ATCTCBAACT CAOAA0TGAA ACMACTCGC 

ccccAToarx ctctcacqct tcctc 

(2) iSQ&BEB TO SZQ ZD XDi 54t 

(i) s B gogagga oggi cHggi 

(A) L&BGZz 34a Buaapure 

(B) ARTs Huelaotid 

(G) BTMMQTOBKt XLaxmlmtxwnq 

(D) TOPOLOGZZf linear 
(11) AST DBS MdLZZfiUi Conoo-DHA 
(Hi) BTVOTHZTZSCHl NBIN 

(▼1) QiuraflBaucaB HEBCTOrT t 

(A) OWaariSMnSt L egi o ne lla feaUll 

(B) STAXHi WO-44C 

(C) ZHDXVZDUUX/ZSOLATt 33£m1 

(xl) flieUUmXHESCHRKXEDSGl BXQ ZD HDt 54 1 

OCCXCCCXCA JLOAXGJVSTTT TCCGAXGAA0 CCCQTTQAAG ACXACQACGT TQ ATA CGCQA 
OOTCTCCAAC CCCACTAATO CGTGAACCXA ACTC8XACXA ATTOQCTOAT TUZCTTGACC 
ATATAAOCXC AATTGGRTO AGGTTAXA69 CAAAAATGAA AOACAAAXGC OTXTCTGTTA 
CCTGAXAATC TTTAOOQOOC TGCZG8CTSA GCACXTAACC CTCCXTTATC C AOAA C A CQC 

aa a oocsBg CT tcctcgcgac caxagcuott tbqaaocacc toactccatc tcqaacscao 

AA0TGAAACA AACCOQOBCC GAXGAXMTO TCGAGTTTCT CC 
(2) ATOABKW TO 8BQ ZD HOl S3 1 

(i) sgg ngmaaami cHBgi 

(A) Z&aOBi 349 Bainpaare 

(B) ART i SueLeotid 

(O) STRAZffGTORXi Bia*«l*trang 

(D) TOTQUOClBa linear 

(11) AST DBS MOXJBCBlSi Oenott-DHA 
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(Ui) HZPOTHKUSCHl HEXH 
(vi) QBSmflKLZCBS HBBHTKRi 

(A) QBfiMXSKBSt I^gioMll* fnl«U 

(B) SXftHKs 691-WI-H 

(C) nmzvzDuoK/xsauxt 3«€mi 

t«i) Sg gUKNXHTfSr'HK C JLHUJC f 8EQ 2D HOt 55s 



GCQG CAA CC C " Wmj'riMMn TCaU BTTTTCC 
15 XAGGOGMGT CZGQMGOQC AG2AAXGGGT G2UU3CTAACT CCXACXU2T CCCTG&TZtTt 

cxraoam xuctasiaar tocxttc&og n&raceeai MumiiA cauuttcoon 
TOicnaccr anuocm acckccxgc toqcxomca cctaagcxb cKZ&rccau; 
20 att c a coc Mn ooeonrxoc ge oopccag agcbcttxgo uccacczoa ctccmctcc 

A OTTTCTCC 



60 
120 
180 
240 
300 
349 



40 



(2) AKGABBH XU fiBQ ZD BO: 56c 
(A) ZJbKSSf 321 



(B> ART* mcleotld 

(C) GTRAKGPORMi 

(O) TGMLOGXBt 
(11) ASS DBS HQCXXfiLSi 
(ill) BXVOKBBZXBCBs 

(A) 
(8) 

(C) XHDZVZDOUK/XSOUXi 361ST 
(xi) SBQDggZBggCHHglBDTO t SSQ ZD BOi 56 1 



55 



GCCTTCCTCa 



OQ0OSSBU0 AOOAOBBCgr WftSftOGOGA 



OSCA0TMZC 



ATKCTGTTT CGiacCAOCT GAX&OCTTTC 



G&MUGRQT nUMOCCTT GHSUSCftAA 
MOBCMBM MCOCglTTT CCrcOCGACC 
CGAACTCAOT A0T83UIAG&A ACACCCCCTQ 



60 
120 
180 
240 
300 
321 



w (2) M B BBBBB SO BEQ ZD BOs 87t 
(1) 8BQ0BBIBBHHSBZCB8BS 
(A) XJbKSt 348 
CB) 
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(C) STRASOTOTHi Biazoiatrang 

(D) TOMLOOZZS linear 

(11) ART DBS MQUODBLSt G*nafr-DB* 5 
(ill) HTPOTBSTZSCHt NBXV 
(vi) OSSPB0BBSLZCBB HS8B0B7T* 

(A) QROAHisictJS* L egion el l a jordanis 10 

(B) SmOCt BLH540 

(C) INDIVID U UM /I80L&T I 3Sjor 

(xl) SHQUEBSBBSCHKEIEaHOt ffiBQ ZD BO* 57* 15 

GCCTCCCTCA ACAMAGTTT TCCGAXGAAB COCttTTCaiG ACXACGA06T TGAZ&SGCGA 60 
GGTCTGGAAO CGGAGTAATG TGTC*ACCTA ACTCOTACIA ATTGGCTCAT TOTCTTCACC 120 ^ 

AXAZUGCXO AAXCGCTTTT ATCTCCCMO TCMUMECftA GGCEXGGCAA OCTTCTGTTC 180 

ccctaatbtt taxcstxacc Agcc xoATC A axoaatatcc cc naaa oo aaawrocrc 240 
Agcaccacaa cctttttcct ggcgaccata ccgqtttgga accacctgac Tccarcroa 300 w 
ActcacaMt omoM»oo AGcoceaaTO Araoreicao ccttcctc 348 



(2) ASGABEM Ztf SXQ XD HO* 58* 

(i) sbqobbzkbbxbsxcbevs 

(A) L&XOiKi 3X2 

(B) Axrt mteloetld j5 

(O 

w 

(11) ART DBS KOUXfiLfil 
(ill) HYPOTHETXSCH* BSXH 
(Vi) roSPttttefSTiTCHK HKHHUMFT* 

(A) Otta&BXSlCDS* Legionella loocjfacjmebao «mro.l 

(B) moot* Long 8aaeh-4 

(C) ITOIVXDOTH/ISaLATl 391ongl 
(xl) 88QQEBZ8B8CHRBXB08Ot 8BQ ZD SOS 58 1 



GOXOSGOAAG COTAGXAATO COTQAMCXA ACXXOTBCXA ATTCOCTGAX TOTCTTCACC 120 a 

AT&ZBATCZO AGTXACTTTA GATTATOCXT GAXASAAGAT AZAAXACCTC TTTASTTACC 180 

TGAQTATCftT GCC&AX&ASO C6CGATACTC AMACRGTTT TCCXGGC6AC TAZAGCGGTT 240 

TGGAACCACC T6AATCGAXC TCGAACXCAO AAOTOAAACO TaCATOCOCC AAXGATAGTO 300 ro 
TGAGOCTTCC TC 



312 



65 
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15 



as 
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(2) ABGABZR SO SBQ ZD KOI 59: 

(I) SBgasHSKsrasBxearars 

(A) LKHSfi 312 

m 

(C) 

<»> 

(II) ART DBS HOESK&LSf 
<1U) KBO XB HXXa GBLM VBXX 

(vi) ubsbrSbblxchs Bsaaan t 

(A) ORsanzsKQSs L eg ionella l on b aachw sera .2 

(B) sXAlOfs TaalatrHl 

(C) ZHDZVZDUUK/rsatATS 40loog2 

(xi) n t qpBamscBBximx B a i bsq zd »* 59$ 



ACTAOOAOOT TGAXRGGCAA 60 

ASZ6GGXSAT TQTCTXQACO 120 

AXATAATCTB AOTTACTTTA GATTATGCTT QATAXAMftT ATAATACCTC TTTATXTBOC 180 

TGAOTATCAT GCCAAXftAIO CGCGftXABSC AAAAGACTTT TCCXCGCGAC TAXA8GGGTT 240 

ToaAAOcaoc nsuaccATC tobaackac amtgaaacs aac&xgcscc aaxg&x&qtc 300 

TOJWQCTXOa TC 312 
(2) AKBABBV TO SBQ ZD HQs 60s 

ID 



(A> xSnrat 354 

(B) AHTi 

<c) sxRMwromct 
<D) tow 
(11) ART DBS KBLBBLat 

(vi) UBSPRflBBSUCSB HBKKDKFTS 

(A) ORgAfflOTTOt Legionella B»ch*ftroh*riiii 

(B) SXAHXt PX-1HM2 

(C) XNDZVZDOOK/ZSQEATt 42ttM 

(xi) HWHr MtilMtf ' l>im * 1 WM n> SBQ ZD KOi 60s 

Q CC TCC C I C 1 JUSASGAOTTT TGCCAXQAAB CCCGTTGO&S ACXACGACST TGAXA0GOQA 60 

GGTGTOGAAS CBCMSXAAXO TOTOTACCTA AOTCOTACTA ATTOGCTCAT TCTC CTQ ACC 120 

ATAIAACCTC ACCTCCTTTT ABGTTGMfiA CXMOXOATA A fffl CMT*rT TTAATZAAAO 180 

TEABGAABCBW ATTGCCfiAAZ 240 
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ACGCGAAXOG GTAAACG&CT TTTCCTGGCC AflCAHAfiOSg TTTGGAACC& CCTGAATCC& 
TCTCQAACTC AGAA0ZGAAA G AOA CCt CCQ CCAAXG&IAS TGTGCGGCXT CCCC 

(2) AHGABBN CTJ S8Q XD KOt 61 1 
(i) Sg QQa B OT CO D Dgl CHgB t 

(A) L&SOS* 374 Bu«xip«AM 

(B) ARXi HUolaotid 

(C) STEASOFORMi Sinsalstrang 

(D) TOPO&OGXXs lin«mr 

(11) AST DSS MQUOCBLSs CanofflrDHA 

<vi> DRfiraflncsLzcss hshjotctt: 

(A) OKCaMISMnfli Legionella oledadal 

(B) STAHHi Tatlock 

(C) znoxvzDuiac/xmxATt 42aicd 

(ad) SBQfSBStZBBSt 8BRB t BOBtft SBQ IS BO* 61 1 

GAAGCCTCCC TCAAGATOAS TTTTCCCATO AACCCCGTTQ AMA CTACGA CQXTGAXACa 
COAGOTCTCG AAGGACA0TA AUXiTUTGTAG CTAACTCOTA CTAATTOGCT GAXTGTCTTO 

accasaxaac croaacrGco ttcmotsm GAotfium ocaaogcaax AMttAAxaac 

AGGGCAAXGT A AACT CCTCA GACAAATQAA TACAOACTTT QTGTTAACCT CTATCCACTT 
TAGCAAflCTO ATTGGTZAAT AGCCCAAXCO GTAAACC&CO TXTGCTQGCG ACXAIA6CGG 
TTTGOAACCA CCTGATCCCA TCTCGAACTC AOAA0XOAAA CAXACCTGCG CCAATOAXAa 

(2) ABGAB2N ZU 0SQ XD TO* 62* 

(A) LSSGS: 340 Basenpamre; 

(B) ART* JTucleotid 

(O) straiiofoeMs Biaxslstrang 

(D) TOPOLOOXSl linear 
(11) ASS BBS M0LBKflLS« Ceooa-DHA 

(ill) BXFOTHBTXBCHl HBXV 
(vi) X7RSPH0B6LXCBB HKRKDKPTl 

(A) CRSAHISKDSt I^gionalla noravlca 

(B) 5TAHK* 316-36 

(C> XHDXVXDUUK/ISOLAXl 43monr 
(xl) SSQUESTSBSSGHREXBinZOt SBQ IB HO: 62 8 
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GCCTCCCTCA AGAXOAGTTT TCCQkTOBAO CCCGXTGAAG ACTRCCflfST TCfll&CCCaA 60 

GGTGT GO AAO CGCBOTAAXG mQ&GCZI AOTTOTACIA AXTGGCTGAT TGTCTT UA CC 120 

ATB1MMCTO AOTTACTTCC GOTX&TA0A& CTAGACT5MA AAAZACA0ZA CSwWCOTOTTA 180 

CCTCCAATCT TOACCACCCC TTGGCCTTGT TGBRGAACK CAATGAXCAA TCTQAAGGTA 240 

TftBOPCTITQ OMCC&CCTO ATCCG&XCTC GAACTCAGA& 300 

xcaaMxrao mo cttcc t c 340 



(2) ABMBEff ZD 82Q ZD AOs 63* 

(i) asqoBHnm ama:cgBgi 

(A) xJtaUs 302 
(8) AHSt Buoleotid 

(C) STRATOFORUx Einxilitrang 

(D) TQFOLOGZEi linita r 

(11) JOCK OSS KJUXBLSi Gatm-VSA 

(Vl) QROTKBnBLZGHB R88KXVFF1 

(A) ORBUZSHOSt Legionella oakridgen«U 

(B) STAKUs OR-10 

(C) JJIDlVlUUUM /ZgoaaPi 44oak 

(xl> gEqPPmgg C BgM I HOB Ot 6SQ ZD HO* 63i 

AO C CT OOC g O QflMOMCT T1CCCMCA& q CO C OTTQA A C AOfarQAftt TTCAgACCCO 60 

AGGTCTGGAA CCCTAGTAAT ACGTGAAQCT AACTCBtaCT AATTGGCTGA TTCTCTTOAC 120 

CATATAACCX OAGTTGATTC AGGTTAAGQC ATGCGTTTCT OTATCCCTCA ATCXTTACC& 180 

CTTGOTAGCG TAAOCTTCCA ATAOOCTTTT TCCTGCCGAC CATAQCCGTT TCCAACCACC 240 

CC 302 

<2> abuse* sir ssq zd sot 64s 

(II 
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(B) STAHMs WA-27QA-C2 

(C) ZHDXVZDOUX/XSOLAXl 4 5 rub 

(xi) SSQQSBSBBSCHRBZBtnSOs SBQ ID HO 5 64s 

ccctccctca auakTcausrncT tcccamaao cc c ow ommi ACTaroarcr tgaxaggcga 

QQT O TO CM 0 CBCBfl gAAW CGTCAAGCXA ACTCGTACTA MTOCCTOaT TGSCSXUGC 

aekcaaccw atacocttca gqttaeacca axaacaioaa toioacxcta ttztttaccb 
occtcmtoc cagciwt*aa caccgttccc acc&tcacqc ttaaagcgtt ttcctgocoa 
CCAiaCC&OT CTQgAACCAC CTGAATCCAT CTCOAACXCA qaaotcaaac agactcgcgc 
CSASGACA8T QXBBfiGTHC CSC 



60 
120 
180 
240 
300 
323 



10 



15 



(2) AHGASEH 20 SBQ IS NOt 65* 20 

(i) sBQqggggm mcmgi 

(A) LSBSSt 316 Bamnpaarft 

(B) ARTi Nocleotid 25 

(C) 8I8BS6IOBKI BinKlrtrang 
(0) TOPGLOOZBi linsar 

(it) AW DBS WOLBXttL&Z Gancm-DHA ^ 
(1U) HTFOTHBTZSCH* HBZV 
(Vi) URfflPRftaRttlCHa HBRKUOTT: 

(A) CKOMISKBSt Legionella uiatlialsttsis M 

(B) ffOUQCt Kt.Bt. BalftM-4 

(O) XBDZVZDUUU/ZBOOCATl 46aaittt 
(xi) gB C OBBBBBSCHgglHDHO t SBQ ZD BO I 65s ^ 



CC C TCCCTCA A0AXG&GTTT TCCCTTGAAO CCCQCTCAAfi ACXBG8ACGT TGAXACCCAA 60 

QgT O T CGA Ag CGXftGEAAXQ CCTOAAOCtA ACTTOTACTA ATT0GCXOAX TOTCTTGACC 120 ^ 

AXATAAXCTG AQTXACTTCA g Ag T GTQCTO AATATftACAT AIAATOTTAC TCTCtCTTAIT 180 

TACCTCACTA TCftTOCCCCT AASGCAOQAT ACTCRAAACA ORXTCCXGO CCACCATACC 240 
CC CT T OOTA C ff ^,vm ,w g CATCTCCAAC TC&GAACTCA AACCAAGATC CGCCAATGAX 



300 «* 

so 

316 



(2) AKGABSH XU SBQ ZD KOt 66: 55 

(i) BBQDBBBXBSBBEZCRBffs 

(A) LftSOBi 350 Baaanpaara 

(B) ART a Huoleotld 60 
<C) 
(0) 

(ii) AST CBS Wl b BKflL St Otaon-DBA w 
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(ill) HZFOTHSTXSCHs JULUI 

(▼i) aRsraflmLZGHB Esaxums 

(A) OHGABISHOSt LegixmftXla splrlteasls 

(B) SZBHtft Kt. St- H«l«n»-9 

(C) ZBDZVZDUOC/XSOUTt 47splr 

(ad) ggflDBHl BKS CHBKXBOBtt i ESQ ZD KO« 66i 

GCCTCCCTCA JU2&XG&0KT TCCC&TGAAO C C C C TT C& ftg ACXAGGAGGT TGATAGGCCA 60 
GGTGTGGAAG CSTAGTAAXG OGTGA&CCXK ACXCQTACTA ATTGGCXGAX TOTCTTG&CC 120 
AXATAACCTG AAXGAGTTCQ GGXTAXTGAS AGGAAAOAXA CQAAAAOAAfl CAaCTACGAT 180 

mxaxxftocG Maarcxcxr taccagccto T oc icT g ccc T CM C M a a* ag*cggxt*c 240 

CACTCAGGAT aA CCC TTTT C IHjCCTA* 1 "''* T&SCCGTGTG GAACCAGCTG ATXCCATCTC 300 
GAACTCAGAA GXOAAAGGCA CCTACCCOSA TCATAGTCTG GGOTCTCCCC 350 



25 



(2) 



ZT7 SEQ ZD HO* 67s 



30 



(A) LSHCXi 360 
(B> 
(C» 

(O) TOFQLOOZBt linear 

(11) abs des wnr.CTttr.fli 

(ill) 

(A) OM M Tfi MJ ai 

m 

(O IMDlV lU U Utf/IBQEAgS 48«fcolg 
(ad) SSQDZBZHESCHBSXSaSOs SSQ ZD BOi 67 f 



55 



GCCTCCCTCA AGATGASTTT TCCCA3GAA0 CCCCTTOAAG AOZAOGAOOT TGAXAGGGAA 



AOAAATAAAT 



A&7CGAXGAT 



coo acucc aA 



60 
120 
180 
240 
300 
360 



(2) BBUBEflT IU SEQ ZD 80s 68 1 

(A) XJ&SGSS 366 BU 

(B) ART i fttaolootid 
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<C) 

(D) TOPOLOGIES XiaMT 
(11) AST DES HBLBtitLSl 

(vi) XIR figRfl H O LICHZ BBHSOBFTt 

(A) QMAHMMOBs La g lonttlla vadmorthll 

(B) STA2DU 81-716A 

(C) ZHD XVXDUUK/ XSQLAX ft 49wad 

(xl) SEQUEHZBBSCHSU5XBIR7G t 6BQ ZD KOt 68s 

GCCTCCCTGA AOATGAOTTT TCCCTTGAAC CCOCtTQW ACTACGACQT TG&XACCCAA 60 
GCTGTGGAAC CGGA0ZAA9EO TCTGAAGCEA ACTTCTACTA ATXOGCTQAX TCTCTTQACC 120 

Atararacxo JuraracsracA ccttaactga taactacgta ccaattagao axtgggxcza lao 

.GGCCCAA3CT AAAAAAAATA AAAAAA7GT9 AACCTTTTTA TTTATCTMA OCATGATTAG 240 

GGTATAATAC CCCCAATTCA TCCOAAACCA QTTTTCCTCO CG A C ttAP CC GGCTTGOAAC 300 

CACCTOATCC CATCTCOAAC TCAQAAGTGA AACQRQCRTO CCCCAATCAI AffTCTCAGCT 360 

CTCCTC 366 

Patenta n sprflche 

I. Verfahren zur Ampfifikation von Nuklefnsanren der Oattung Legionella, dadnreh gekennzeichnet daB 
mh weniger ab 7 Primem Nukleinsauren afler mOgEchen Spezies der Gattung Legionella araplifiztert 

Warden* 

Z Verfahren zum Nachweb von Bakterien der Oattung Legionella, dadurch gekennzeichnet dafi Nuklein- 
sauren afler maglicfaen Spezies einer Oattung Legionella in einem AmpUfikationsverfahren unter Verwen- 
dung von weniger ab 7 Primem ampllfeiert werden. 

3. Verfahren gemaB Anspruch X dadurch gekennzeichnet, dafl zwischen den Spezies aufgrund der unter- 
scfaledtlchen GrtBe der Ampliflkate differenziert wind. 

4. Verfahren gemifi Anspruch X dadurch gekennzeichnet dafi die Ampliflkate anschlieSend rait einer 
gatttmgsspezMschen Sonde nachgewiesen werden. 

5. Verfahren geraflB Anspruch X dadurch gekennzeichnet, dafi die Ampliflkate anschliefiend mit HUfe 
speziesspezifischcr Sonden auf die Anwesenheit von Legionelfa-Spezies untersucht werden. 

6. Verfahren gemaB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafi die Ampliflkate anscblieBend mit Hilfe von 
LegioneQa-Untergruppen spezifischer Sonden auf die Anwesenheit von Legioneila-Untergruppen unter- 
sucht werden. 

7. Verfahren zum Nachweb von Bakterien der Gattung Legionella unter Ampfifikation eines TeilstOckes 
der NukJeinstoresequenz der Bakterien, dadnreh gekennzeichnet, dafi das Teibttfck sowohl Teile der 
23S-Region und der 5S- Region, als auch die dazwischeu (xegende Spacerregion umfaB t 

8. Verfahren gemaB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafi die AmpHfikatton unter Verwendung zweier 
Primer durcbgefflhrt wird, von denen einer mit einem Strang in der 23S-Region und der andere mit dem 
Gegenstrang in der 5S-Region hybridisiert 

9. Verfahren gemaB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet dafi die Primersequenzen Sequenzen enthalten, 
die ausgewfihh slnd aus mindestens 15 Basen langen Sequenzen, die zurnindestens 90% homolog mit oder 
konzplementarzuTeflsequenzenderSEQJDi^fa 1 sind. 

* 10l Verfahren zum Nachweb von Bakterien der Oattung Legionella unter Verwendung einer Nukleinsaure- 
sonde, welche eine mindestens 15 Basen lange Sequenz aufwebt die zumindest 90% homolog zu einem Tefl 
der$EQ.ID.Na 1 ist oder die zumindestens 90% komplementfirzu einem Teil der SEQID.No. 1 1st 

I I. Verfahren gemaB Anspruch \0> dadurch gekennzeichnet dafi die Sonde keine weiteren Legionella-spezi- 
fischen Sequenzen aufwebt die mehr ab 15 Basen lang sind 

12. Verfahren gemaB Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet daB vor Verwendung der Nukleinsauresonde 
ein Amplifikatbnsverfahren gemaB Anspruch 9 durchgefQhrt wird und die Sonde mit einem Strang des 
amplifizierten TeilstOckes hybridbieren kana 

13. Verfahren zum Nachweb von Bakterien der Gattung Legionella, dadurch gekennzeichnet daB die 
Summe aller mOgllchen Spezies der Gattung Legionella nachgewiesen wird. 

14. Nukleinsauresonde zum Nachweb von Bakterien der Oattung Legionella, welche zu mindestens 90% 
homolog zu einem Tefl der SEQIONo. 1 ist oder die zu mindestens 90% komplementfir zu einem Teil der 
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SEQJD.No. 1 ist 

15. Sonde gemfiB Ansprach 14, dadurch gekennzeichnet, daB sie gattungsspezifisch ist 

16* Sonde gem&B Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dafi der Teil von SBQ.lD.Na 1 zwischen den 

Podtionen 94 und 126, 25 und 67, 336 und 293 oder 307 und 286 Gegt 

17. Sonde gem&B Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz der Sonde die Sequenz von 
Position 94 und 126, 25 tmd 67, 336 und 293 oder 307 und 286 einschneBt 

18. Paarvon Primern zur Ampiifikation von Legionelfa-Nukleinsauren von denen einer rait einem Strang in 
der 23S-Region und der andere nut dem Gegenstrang in der 5S-Region des LegioneDa-Genoms hybridisiert 

19. Doppebtrangige Legionella-spezifi&che Nukleina&ure enthaltend die Spacerregion zwischen 5S-RNS 
and 23-RNS sowie jeweils nur solche Tefle der 5S-RNS and 23S-RNS> die ira Genom direkt an die 
Spacerregion anschEeBen, 

2a Nukleins&ure gemlB Ansprach 1 9 r dadurch gekennzeichnet, daB sie hdchstens 371 bp lang ist 
21. Reagenzkh zom Nachweis von Legiondla-Spezles enthaltend 

— mindestens eine Legionella-gattungsspczifische Nukleinsaure und 

— mindestens eine Legionella-speziesftpezlfische Sonde* 



Hierzu 5 Seit e(n) Zeichnungen 
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ZBCHNUNGEN SETTE 1 Nummer. DE 198 15891 A1 

'"t.CI«: C«a 1/88 

Cffenlegungstag: 31 . Oktobar 1886 



Rg. 1 

I: GCCTCCCTCAAGATGAGTTTTC<XATGu\AG^ 

51: TGATAGGCAAGGTQTGGAAGCCCAGTAATGCGTGAAGCTAACrTGTACTA 

23S/Spacer 

101: ATTGGCTGATIG^CTTGACCAXAIAAICTGAGTGACITCAGAA/TGTGAJlA 
151: TTGATTTGTATACGTGAAACGTATCGTGTAAACT 

SpacecftS 

201: CCTGTGGCTTAATATAGCAATCAAAGCCTCAGGTAA^ 

251: CGACTATAGCGATTTGGAACCACCTGATACCATCTCGAACTCAGAAGTGA 

301: AACATTTCCGCGCCAATGATAGTGTGAGGCrrCCTC 
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Nummer: DE 195 15 891 A1 

kit CIA C«Q 1/88 
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Nummer: DE 195 15891 A1 

IntCt. 6 : C12a 1/88 
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fig ^ 
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